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(57) Abstract: The invention relates to a substrate for wetting pre -determined wetting points in a controlled manner with small 
volumes of liquid. Said substrate comprises a carrier plate with a horizontal main surface for wetting pre -determined wetting points 
with a liquid, and a flat protective layer which is applied to the carrier plate and separates the main surface from the environment. 
Said protective layer comprises recesses extending vertically in relation to the main surface of the carrier plate, said recesses defining 
the pre-determined wetting points on the carrier points. The protective layer also contains at least one supply channel leading towards 
the vertical recesses, reducing the thickness of the flat protective layer and used to supply the wetting liquid to the pre-determined 
wetting points. In another form of embodiment, the protective layer contains at least one cavity, reducing the thickness of the flat 
protective layer and used to receive a supply volume of wetting liquids, and comprises vertical recesses which are arranged in the 
cavities and extend towards the main surface of the carrier plate, said recesses defining the wetting points on the carrier plate and 
receiving the wetting liquids of the respective cavities. 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite J 
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— mil internationalem Recherchenbericht 



Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder regularen Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Ein Substrat zur kontrollierten Benetzung vorbestimmter Benetzungsstellen mit kleinen Fliissigkeitsvo- 
lumina, umfasst eine Tragerplatte mit'einer horizontalen Hauptflache zur Benetzung mit einer Flussigkeit an vorbestimmten Benet- 
zungsstellen, und eine auf die Tragerplatte aufgebrachten flachigen Schutzschicht, die die Hauptflache von der Umgebung trennt, 
wobei die Schutzschicht sich zur Hauptflache der Tragerplatte erstreckende vertikale Aussparungen aufweist, die die vorbestimmten 
Benetzungsstellen auf der Tragerplatte definieren, und einen oder mehrere zu den vertikalen Aussparungen fiihrende Zufiihrungs- 
kanale mit reduzierter EH eke der flachigen Schutzschicht en thai t, zum Zufuhren der Benetzungsfliissigkeit zu den vorbestimmten 
Benetzungsstellen. Nach einen weiteren Aspekt enthalt die Schutzschicht eine oder mehrere Einsenkungen mit reduzierter Dicke 
der flachigen Schutzschicht zur Aufhahme eines Vorratsvolumens von Benetzungsflussigkeiten und weist in den Einsenkungen an- 
geordnete, sich zur Hauptflache der Tragerplatte erstreckende vertikale Aussparungen auf, die die vorbestimmten Benetzungsstellen 
auf der Tragerplatte definieren, und die die Benetzungsflussigkeiten der jeweiligen Einsenkungen aufnehmen. 




10/550^? 



WO 2004/082831 




WTO 20 SEP 2005 



PCT/EP2004/002978 



Substrat zur kontrollierten Benetzung vorbestimmter Benetzungsstellen 
mit kleinen Flussigkeitsvolumina, Substratabdeckung und Flusskammer 



Die Erfindung betrifft ein Substrat zur kontrollierten Benetzung vorbestimmter 



ner ein Herstellungsverfahren, eine Substratabdeckung fur ein solches Sub- 
strat, sowie eine Flusskammer mit einem Substrat und einer Substratabde- 
ckung. 



Das kontrollierte Benetzen eines Substrates mit einer FIQssigkeit hat breite 
Anwendung in Industrie und Wissenschaft. Speziell im Bereich der Biowissen- 
schaften, der Medizintechnik und der Sensorik wurde in den letzten Jahren 
das Herstellen von mikrostrukturierten Substraten fUr die Analytik vorangetrie- 
ben, urn so genannte Lab-on-a-chip Produkte zu erhalten. Diese Produkte sol- 
len es im sogenannten High-throughput-screening (HTS) ermdglichen, in pa- 
ralleler Weise eine Vielzahl von moglichen Reaktionen in kurzer Zeit automati- 
siert zu untersuchen. Fur diese Produkte ist es allerdings notwendig, kleine 
FIQssigkeitsmengen sowohl fur eine Funktionalisierung der Oberflachen als 
auch zum Aufbringen der TestflussigkeKen bei einer Analyse in gezielter Wei- 
se an ausgezeichneten Stellen des Substrates aufbringen zu konnen. 



Technisches Gebiet 



Benetzungsstellen mit kleinen Flussigkeitsvolumina. Die Erfindung betrifft fer- 



Stand der Technik 



Im Bereich der Sensorik werden zwei verschiedene Ansatze fUr die Analytik 
von FlQssigkeiten eingesetzt: 
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Die Reaktion zweier Komponenten kann durch das Mischen zweier flQssiger, 
die Komponenten enthaltenden Phasen in einem ReaktionsgefaB untersucht 
werden. Durch diese Reaktion andern sich Eigenschaften der FIQssigkeiten im 
ReaktionsgefaR in detektierbarer Weise. Die Analytik in der Volumenphase hat 
auf der einen Seite den Vorteil, dass speziell Proteine ihre spezrfischen Funk- 
tionen beibehalten, wobei auf der anderen Seite die oft benotigten groBen Vo- 
lumina von Nachteii sind. Somit ist es nStig, Substrate zu schaffen, die extrem 
kleine Reaktionsgefa&e zur Verfugung stellen. 

Im einem anderen Ansatz benutzt man Oberfiachen, die mit verschiedenen 
Kopplungsgruppen versehen sind und spezifisch bestimmte Anaiyten binden 
kSnnen, urn unbekannte FIQssigkeiten auf das Vorhandensein dieser Anaiyten 
zu untersuchen. Hierzu muss die Sensoroberflache zunachst mit den Kopp- 
lungsgruppen funktionalisiert, dann mit der unbekannten Flussigkeit in Kontakt 

* * 

gebracht und anschlieSend das Anbinden des Anaiyten detektiert werden. 
Auch hier muss also wieder mit kleinen Volumina auf Substraten gearbeitet 
werden. 

Fur die Detektion solcher Bindungsereignisse an Oberfiachen stehen im Stand 
der Technik eine Vielzahl von Verfahren wie Fluoreszenzspektroskopie, Ra- 
diometric, Elektrochemie und eine Vielzahl oberflachen-sensitive Methoden 
wie AFM, SPR oder Schwingquarze zur VerfQgung. 

Speziell im Bereich der DNA-Analytik oder der Proteom-Forschung bestehen 
die unbekannten Analyt-FIQssigkeiten meistens aus einer groBen Anzahl ver- 
schiedener Substanzen in extrem kleinen Mengen, so dass ein potentieller 
Sensor zur Analyse dieser FIQssigkeiten mit Hinblick auf die fur industrielle 
Anwendungen wichtigen Faktoren wie Kosten oder Ze'rt einen hohen Grad an 
Parallelisierung aufweisen, mit sehr kleinen Materialmengen auskommen und 
sehr sensitiv sein muss. Die Parallelisierung einer solchen Analyse kann ent- 
weder durch eine laterale Strukturierung der Sensoroberflache in Bereiche 
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verschiedener Funktionalitaten bzw. im Falle eines Volumenansatzes durch 

* 

eine groBe Anzahl an ReaktionsgefaBen erreicht werden. 

FQr die Parallelisierung von Analysen in der Volumenphase stehen kommer- 
ziell erhaltliche Mikrotitter-Platten zur Verfugung, die mit Volumina von nur et- 
wa 10 ul pro ReaktionsgefaB betrieben werden konnen. Um aber das parallele 
Befallen der Platten mit solch kleinen Volumina in kurzer Ze'rt zu erreichen sind 
meist teure Pipetier-Roboter n6tig. 

FQr die Analyse einer unbekannten Flussigkeit mit Hilfe der oben beschriebe- 
nen Sensoroberflachen mit lateral begrenzten Bereichen unterschiedlicher 
Funktionalitaten stehen im Weiteren zwei Mdglichkeiten zur VerfOgung: das 
Benetzen des gesamten Substrates oder aber das gezielte Benetzen nur der 
funktionalisierten Bereiche des Substrates mit der Analyt-FIQssigkeit. Beide 
gerade erwahnten Varianten der Analyse einer unbekannten Flussigkeiten mit 
einer Sensoroberflache weisen jedoch entscheidende Nachteile auf. Das Be- 
netzen der gesamten Sensoroberflache fDhrt zu einem groBen Todvolumen, 
so dass dieses Verfahren sehr groBe FIQssigkeitsmengen benOtigt. Durch die 
gezielte Benetzung nur der funktionalisierten Bereiche der Substratoberflache 
wird zwar die zu verwendende FIQssigkeitsmenge drastisch reduziert, auf der 
anderen Seite werden aber spezielle Gerate notigt, die dieses gezielte Auf- 
bringen kleiner Volumina erm5glichen. 

Aus dem Stand der Technik sind fur das gezielte Aufbringen kleiner Volumina 
kommerziell erhaltliche Spotter (z.B. der Firma Cartesian Technologies) be- 
kannt, die aber mit erheblichen Anschaffungskosten verbunden sind und ge- 
schultes Personal erfordem. Ein weiteres Verfahren zur partiellen Benetzung 
eines Substrates mit einer FIQssigkert ist das Mikrokontakt-Drucken pCP (mi- 
co-contact-printing), das erstmals von Whitesides 1994 (A. Kumar, G.M. Whi- 
tesides, Science, 1994, 263, 60; US-A-6 048 623) vorgestellt wurde. Bei die- 
sem Verfahren wird ein mikrostrukturierter Stempel mit einer Flussigkeit be- 
netzt, anschlieBend in direktem Kontakt mit dem zu bearbeitenden Substrat 
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gebracht und so der Oberflache eine laterale chemische Struktur aufgepragt. 
Eine grofce Schwierigkeit dieser Technik ist die Realisierung eines gleichformi- 
gen Kontakts zwischen Stempel und Substrat, der fur das Gelingen bzw. die 
Qualitat von entscheidender Bedeutung ist. 

5 

Somit sind alle bekannten Verfahren fur breite Anwendungen, beispielsweise 
zur standardisierten Analytik in einer Arztpraxis, nur bedingt geeignet. 

1 0 Darstellung der Erfindung 

Hier setzt die Erfindung an. Der Erfindung, wie sie in den Anspruchen gekenn- 
zeichnet ist, liegt die Aufgabe zugrunde, ein Substrat und ein Verfahren zu 
seiner Herstellung anzugeben, das die kontrollierte Benetzung vorbestimmter 
15 Benetzungsstellen mit kleinen FIQssigkeitsvolumina insbesondere zu Analyse- 
zwecken ermoglicht und die eingangs genannten Nachteile des Stands der 
Technik vermeidet. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemalJ durch das Substrat nach Anspruch 1 
20 oder Anspruch 28, die Substratabdeckung nach Anspruch 45, die Flusskam- 
mer nach Anspruch 47 und das Herstellungsverfahren nach Anspruch 50 oder 
Anspruch 51 gelost. Weitere vorteilhafte Details, Aspekte und Ausgestaltun- 
gen der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den abhangigen AnsprO- 
chen, der Beschreibung, den Figuren und den Beispielen. 

25 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden AbkOrzungen 
und Begriffe benutzt: 



Allgemeines 

pCP 

AFM 



Micro-Contact-Printing. 
Atomic-Force-Microscope. 
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AnalytflQssigkeit 



FIQssigkeit, die potentiell einen Analyten enthalt, der Ober einen 
Sensor nachgewiesen werden soil. 

FIQssigkeit I nicht nur reine flOssige Stoffe, sondern auch FIQssigkeiten mit De- 

tergenz, jede Art von gelosten organischen oder anorganischen 
Stoffen, sowie Emulsionen, Suspensionen und kolloidalen Losun- 
gen. 

Funktionalisierung I Aufbringen von Ligat-MoIekOlen auf die Benetzungsstellen eines 

Substrats. Diese MoIekQIe konnen hierbei auf dem Substrat physi- 
sorbiert, chemisorbiert oder kovalent, koordinativ bzw. Ober Kom- 
plexbildung gebunden sein. 



HTS 

Laser-Ablation 



Lotstopplack 



Pseud o-Kontakt- 
Druckeji 



Schutzschicht 



High-throughput-screening 

partielles oder vollstandiges Entfernen von organischen oder an- 
organischen Schutzschichten, aber auch das Entfernen von Ver- 
unreinigungen auf einer Tragerplatte durch Einstrahlung von La- 
serlicht. 

* 

aus der Leiterplattentechnologie bekannter Lack, der auf Plati- 
nen aufgebracht wird, um beim automatisierten Loten das Ent- 
stehen von Lotzinnbriicken zu verhindern. 

Aufbringen einer FIQssigkeit mit Hilfe einer Nadel, Kapillare, Pin- 
zette, eines Ringes oder Stempels bzw. einer Anordnung von 
Nadeln, Kapillaren, Pinzetten, Ringen oder Stempeln auf ein 
strukturiertes Substrat, wobei hier wegen der vorhandenen 
Schutzschicht und der lateralen Ausdehnung der Spitzen der 
Benetzungsvorrichtung, die bevorzugt groBer als die freien zu 
benetzenden Flachen ist kein direkter Kontakt zwischen der Vor- 
richtung und dem Substrat zustande kommt. 

auf die Tragerplatte vor der eigentlichen Benetzung aufgebrachte 
Schicht. Hierfur ist jedes beliebige Material verwendbar, das an 
einer Oberflache eine geschlossene Schicht bildet und somit die 
Substratoberflache von der Umgebung trennt und zu einem spa- 
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teren Zeitpunkt durch Laser-Ablation partiell und rGckstandsfrei 
entfernt werden kann. Diese Schutzschicht kann aus organischen 
als auch anorganischen Materialien bestehen, je nach Substrattyp 





und Anwendungsvoraussetzungen physisorbiert, chemisorbiert 
oder kovalent, koordinativ bzw. Qber Komplexbildung gebunden 

• 

sein und mit beliebigen Techniken aufgebracht werden. 


SEM 


Scanning electron microscopy 


Tragerplatte 


Festkorper mit einer frei zuganglichen horizontalen Hauptflache, 
der somit mit einer FIQssigkeit benetzt werden kann. Als Festkor- 
pertragerplatten kommen sowohl Kunststoffe, als auch Metalle, 
Halbleiter, Glaser, Verbundstoffe oder porose Materialien in Frage. 


UV 


Ultraviolettes Licht 


Genetik 




DNA 


Desoxyribonukleinsaure 


RNA 


Ribonukleinsaure 


PNA 


Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die 
Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. Bei 
Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH 2 )2- 
l>I(OUOH2"Dasej-L/M2v-rVj- tinnen nyDnuisien rjNM mil lmnmj. 


A 

A 


A rA ^ n!n 

Muenin 


G 


Guanin 


C 


Cytosin 


T 

Base 


Thymin 

A, G, T, oder C 


Bp 


Basenpaar 


Nukleinsaure 


wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder wenigs- 
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Nukleinsaure- 
Oligomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 



Oligo 



tens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thymin 
oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin). Der 
Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein beliebiges "RQckgrat" 
der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z. B. 
auf das Zucker-Phosphat RQckgrat der DNA, cDNA oder RNA, 
auf ein Peptid-RQckgrat der PNA oder auf analoge Strukturen (z. 
B. Phosphoramid-, Thio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat- 
Ruckgrat). Wesentliches Merkmal einer NukleinsSure im Sinne 
der vorliegenden Erfindung ist, dass sie natQrlich vorkommende 
cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. 

Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. Nuk- 
leinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mit beliebigem RQckgrat, 
bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent aneinander ge- 
bunden sind). 

Aquivalent zu Nukleinsaure-Oligomer. 

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also z. B. 
ein DNA, PNA oder RNA Fragment nicht naher spezifizierter Ba- 
senlange. 

Abkurzung fOr Oligonukleotid. 
single strand (Einzelstrang) 



Chemikalien 



Fluorophor 



chemische Verbindung (chemische Substanz), die in der Lage ist, bei 
Anregung mit Licht ein langerwelliges (rotverschobenes) Fluoreszenz- 
licht abzugeben. Fluorophore (Fluoreszenzfarbstoffe) konnen Licht in 
einem Wellenlangenbereich vom ultravioletten (UV) uber den sichtba- 
ren (VIS) bis hin zum infraroten (IR) Bereich absorbieren. Die Absorp- 
tions- und Emissionsmaxima sind typischerweise um 1 5 bis 40 nm 
gegeneinander verschoben (Stokes-Shift). 
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Fluorescein 
Ligand 



Ligat 



SDS 



Spacer 



Au-S-(CH 2 ) 2 -ss- 
Oligo-Fluorescein 



Oligo-Spacer-S-S- 
Spacer-OHgo 



Resorcinphtalein 

Bezeichnung fur MoIekQIe, die vom Ligaten spezifisch gebunden 
werden; Beispiele von Liganden im Sinne der vorliegenden 
Schrift sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme eines Prote- 
ins (Enzyms), Antikorper (als Ligand eines Antigens), Antigene 
(als Ligand eines Antikorpers), Rezeptoren (als Ligand eines 
Hormons), Hormone (als Ligand eines Rezeptors) oder Nuklein- 
saure-Oligomere (als Ligand des komplementaren Nukleinsaure- 
Oligomers. 

Bezeichnung fur (Makro-) MolekQI, an dem sich spezifische Er- 
kennungs- und Bindungsstellen fOr die Ausbildung eines Kom- 
plexes mit einem Liganden befinden (Template). 

Sodiumdodecylsulfat 

Beliebige molekulare Verbindung zwischen zwei MoIekQIen bzw. 
zwischen einem Oberflachenatom, OberflachenmolekQI oder ei- 
ner OberflachenmolekQIgruppe und einem anderen MolekQI, in 
der Regel Alkyl,- Alkenyl, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl-, 
Heteroalkinyl-Ketten. Bevorzugte Spacer sind solche der Kettenlan- 
ge 1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, wobei die Ketten- 
lange die ktirzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu 
verbindenden Strukturen darstellt. 

Gold-Oberflache mit kovalent aufgebrachter Monolayer aus derivati- 
siertem Einzelstrang-Oligonukleotid. Hierbei 1st die endstandige 
Phosphatgruppe des Oligonukleotids am 3 1 Ende mit (HO-(CH2)2-S)2 
zum P-0-(CH 2 )2-S-S-(CH2)2-OH verestert, wobei die S-S Bindung 
homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R Bindung bewirkt Am 
freien Ende tragt das Sonden-Oligonukleotid einen kovalent ange- 
bunden Fluorophor Fluorescein. 

zwei gleiche oder verschiedene Nukleinsaure-Oligomere, die 
uber eine Disulfid-Brucke miteinander verbunden sind, wobei die 
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(n x HS-Spacer> 
oligo 



(n x R-S-S- 
Spacer)-oligo 



Disulfidbrucke Qber zwei beliebige Spacer an die Nukleinsaure- 
Oligomere angebunden ist und die beiden Spacer eine unter- 
schiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende Verbindung 
zwischen DisulfidbrQcke und dem jeweiligen Nukleinsaure- 
Oligomer) aufweisen konnen, insbesondere jeweils eine beliebi- 
ge Kettenlange zwischen 1 und 14 und diese Spacer wiederum 
an verschiedene natQrlich am Nukleinsaure-OIigomer vorhande- 
ne oder an diese durch Modifikation angebrachte reaktive Grup- 
pen gebunden sein konnen. 

Nukleinsaure-OIigomer, an das n Thiolfunktionen Qber jeweils 
einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer jeweils eine 
unterschiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende Verbin- 
dung zwischen Thiolfunktion und Nukleinsaure-OIigomer) auf- 
weisen konnen, insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange 
zwischen 1 und 14. Diese Spacer konnen wiederum an ver- 
schiedene naturlich am Nukleinsaure-OIigomer vorhandene oder 
an diesem durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen ge- 
bunden sein und "n u ist eine beliebige ganze Zahl, insbesondere 
eine Zahl zwischen 1 und 20. 

Nukleinsaure-OIigomer, an das n Disulfidfunktionen Qber jeweils 
einen Spacer angebunden sind, wobei ein beliebiger Rest R die 
Disulfidfunktion absattigt. Der Spacer zur Anbindung der Disulfid- 
funktion an das Nukleinsaure-OIigomer kann jeweils eine unter- 
schiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende Verbindung 
zwischen Disulfidfunktion und Nukleinsaure-OIigomer) aufwei- 
sen, insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 
und 14. Diese Spacer konnen wiederum an verschiedene natur- 
lich am Nukleinsaure-OIigomer vorhandene oder an diesem 
durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden 
sein. Der Platzhalter "n" ist eine beliebige ganze Zahl, insbesonde- 
re eine Zahl zwischen 1 und 20. 
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In einem ersten Aspekt umfasst ein gattungsgemafces Substrat erfindungsge- 
mafc eine Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache zur Benetzung mit 
einer Flussigkeit an vorbestimmten Benetzungsstellen, und eine auf die Tra- 
5 gerplatte aufgebrachte flachige Schutzschicht, die die Hauptflache von der 
Umgebung trennt Die Schutzschicht weist sich zur Hauptflache der Trager- 
platte erstreckende vertikale Aussparungen auf, die die vorbestimmten Benet- 
zungsstellen auf der Tragerplatte definieren, und enthalt einen oder mehrere 
zu den vertikalen Aussparungen fuhrende Zufuhrungskanale mit reduzierter 
10 Dicke der flachigen Schutzschicht, zum Zufuhren der Benetzungsflussigkeit zu 
den vorbestimmten Benetzungsstellen. 

# 

Dabei fallen im Sinne der vorliegenden Erfindung unter den Begrrff Flussigkeit 
nicht nur reine flQssige Stoffe, sondem auch FIQssigkeiten mit Detergenz, jede 
15 Art von gelosten organischen oder anorganischen Stoffen, sowie Emulsionen, 
Suspensionen und kolloidalen Losungen. 

• »* 

■ 

Durch die Struktur aus ZufOhrungskanSlen, die zu den Benetzungsstellen ftih- 
ren, wird die fur eine Analyse benotigte AnalytflQssigkeit im Vergleich zur Be- 
20 netzung des gesamten Substrates deutlich verringert. 

Nach einer bevorzugten Ausgestaltung sind die vertikalen Aussparungen in dem .. 
Zufuhrungskanal oder den Zufuhrungskanalen angeordnet Insbesondere kann 
jede vertikale Aussparung in genau einem ZufOhrungskanal liegen und kann 
25 somit uber diesen mit der Benetzungsflussigkeit versorgt werden. Nach einer 
anderen bevorzugten Variante liegt jede vertikale Aussparung im Schnittpunkt 
von mehreren ZufQhrungskanalen. Wahrend erfindungsgemaB bevorzugt ist, 
dass jede vertikale Aussparung im Schnittpunkt von genau zwei Zufuhrungska- 

♦ 

nalen liegt, sind auch solche Varianten Teil der Erfindung, bei denen jede verti- 
30 kale Aussparung im Schnittpunkt von beispielsweise drei oder vier Zufuhrungs- 
kanalen liegt 



WO 2004/082831 




PCT/EP2004/002978 



-11 - 

In diesem Zusammenhang kann mit Vorteil auch vorgesehen sein, dass in ei- 
nem Schnittpunkt von zwei Oder mehreren ZufQhrungskanalen jeweils eine 
Gruppe von mehreren vertikalen Aussparungen liegt Eine soiche Gruppe kann 
je nach beabsichtiger Anwendung beispielsweise vier oder sechzehn einzelne 
5 Aussparungen umfassen und dient insbesondere der Verbesserung der Mess- 
statistik. 

Die vertikalen Aussparungen oder Aussparungsgruppen sind mit Vorteil in 
Form einer n x m Matrix mit n Zeilen und m Spalten angeordnet, wobei n und 
10 m groBer oder gleich 2 sind, und wobei bevorzugt n und m jeweils unabhangig 
voneinander zwischen 10 und 1000 liegen. Bevorzugt ist dabei, dass die An- 
zahl n der Zeilen und die Anzahl m der Spalten gleich ist, und/oder dass die 
lateralen Abstande benachbarter Aussparungen oder Aussparungsgruppen in 
den Zeilen und Spalten gleich sind. 

15 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung sind die m Aussparungen oder 
Aussparungsgruppen einer Zeile jeweils in einem von n parallelen Zeilen- 
Zufuhrungskanalen angeordnet. Auch die n Aussparungen oder Ausspa- 
rungsgruppen einer Spalte konnen mit Vorteil jeweils in einem von m paralle- 
20 len Spalten-Zufuhrungskanalen angeordnet sein, so dass jede Aussparung 
oder Aussparungsgruppen im Schnittpunkt eines Zeilen- und eines Spalten- 
ZufOhrangskanals liegt. Vorteilhaft weisen die Zeilen-Zufuhrungskanale und 
die Spalten-Zufuhrungskanale gleiche Querschnittsform auf. 

25 In einer anderen besonders bevorzugten Ausgestaltung ist jeweils eine n' x m' 
Teilmatrix von Aussparungen oder Aussparungsgruppen in einem maander- 
formigen Zuleitungskanal angeordnet, wobei n = k n * n' und m = k m * m' ist, mit 
ganzen Zahlen k n und km grofcer oder gleich 1 . Beispielsweise konnen k n und 
kmbeide gleich 1 sein, so dass n' = n und m' = m ist, also alle Benetzungsstel- 

30 len der n x m Aussparungsmatrix in einem einzigen maanderformigen Zufuh- 
rungskanal angeordnet sind und von diesem mit der Benetzungsflussigkeit 
versorgt werden. 1st nach einen anderen Beispiel k n = n/2 und k m = 1 gewahlt, 
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so dass rV = 2 und m 1 = m ist, so sind jeweils zwei Zeilenkanaie zu einem U- 
formigen Kanal zusammengefasst In diesem Fall konnen der Einlass und 
Auslass der Kanale auf derselben Seite des Substrats liegen. 

5 Die Dicke der Schutzschicht in den ZufOhrungskanalen ist gegenuber der Di- 
cke der Schutzschicht aulierhalb der Aussparungen und ZufQhrungskanale 
zweckma&ig um 10% bis 99%, bevorzugt um 20% bis 95%, besonders bevor- 
zugt um 50% bis 95% reduziert. 

10 Dabei weist die Schutzschicht in einer vorteilhaften Ausgestaltung auRerhalb 
der Aussparungen und ZufQhrungskanale eine Dicke ds zwischen 50 pm und 
200 pm, bevorzugt zwischen 100 pm und 150 pm auf. In den Zufuhrungskana- 
len weist die Schutzschicht eine reduzierte Dicke d K zwischen 5 pm und 150 
pm, bevorzugt zwischen etwa 10 pm und etwa 50 pm auf. 

15 

Die ZufQhrungskanale verlaufen bevorzugt im Wesentlichen parallel zur 
Hauptflache der Tragerplatte. Sie konnen allerdings auch eine leichte Stei- 
gung oder ein leichtes Gefalle aufweisen. Der Querschnitt der ZufQhrungska- 
nale ist mit Vorteil rechteckig oder trapezformig. Dies ermoglicht eine unprob- 
20 lematische Herstellung und sichert einen guten Verschluss der Kanale bei 
Verwendung der weiter unten beschriebenen Substratabdeckung. 

Die ZufQhrungskanale weisen mit Vorteil eine charakteristische Breite b K zwi- 
schen 5 pm und 250 pm, bevorzugt von etwa 10 pm bis etwa 150 pm auf. 

25 Dabei ist die charakteristische Breite b K bei rechteckigem Querschnitt einfach 
durch die konstante Breite der Kanale gegeben. Bei ZufOhrungskanalen mit 
trapezformigen Querschnitt ist die charakteristische Breite b K durch das arith- 
metische Mittel der Breite des Kanals am Boden und an der oberen Kanalbe- 
grenzung gegeben. Analog ergibt sich eine charakteristische Breite bK fur an- 

30 dere Querschnittsformen durch die Bedingung, dass das Produkt aus der cha- 
rakteristische Breite und der Kanaltiefe gleich der Querschnittsflache ist. 



^^PCT/EP2004/002978 

13- 

Die Benetzungsstellen weisen nach der Erfindung bevorzugt eine charakteris- 
tische Ausdehnung von etwa 5 pm bis etwa 200 pm, bevorzugt von etwa 10 
pm bis etwa 100 pm aul 

5 Nach einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgema&en Substrats 
weisen die vertikalen Aussparungen einen im Wesentlichen rechteckigen, el- 
liptischen oder kreisformigen Querschnitt auf. In letzterem Fall ist die ange- 
sprochene charakteristische Ausdehnung durch den Kreisradius gegeben, in 
den anderen Fallen durch das aritmethische Mittel der Seitenlangen bzw. der 
10 groBen und kleinen Ellipsenachse gegeben. 

Zur Ausbildung von Flusskammern kann das Substrat mit einer Deckplatte 
bedeckt sein, die die ZufOhrungskanale nach oben verschliefct. 

15 In einem zweiten Aspekt umfasst die Erfindung ein gattungsgemaSes Substrat 
mit einer Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache zur Benetzung mit 
einer Flussigkeit an vorbestimmten Benetzungsstellen, und einer auf die Tra- 
gerplatte aufgebrachten flachigen Schutzschicht, die die Hauptflache von der 
Umgebung trennt, wobei die Schutzschicht eine oder mehrere Einsenkungen 

20 mit reduzierter Dicke der flachigen Schutzschicht zur Aufnahme eines Vorrats- 
volumens von Benetzungsflussigkeiten enthalt, und in den Einsenkungen an- 
geordnete, sich zur Hauptflache der Tragerplatte erstreckende vertikale Aus- 
sparungen aufweist, die die vorbestimmten Benetzungsstellen auf der Trager- 
platte definieren, und die die Benetzungsflussigkeit aus der jeweiligen Einsen- 

25 kung aufnehmen. Diese Ausfuhrungsform der Erfindung stellt eine einfache 
Variante dar, urn Gruppen von Benetzungsstellen mit jeweils einer Art von 
Flussigkeit zu benetzen. 

Die vertikalen Aussparungen sind vorzugsweise jeweils in Form einer n x m 
30 Matrix mit n Zeilen und m Spalten in den Einsenkungen angeordnet, wobei n 
und m groSer oder gleich 2 sind, und wobei bevorzugt n und m jeweils zwi- 
schen 4 und 20 liegen. Bevorzugt ist dabei, wenn die Anzahl n der Zeilen und 
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die Anzahl m der Spalten gleich ist, und/oder wenn die lateralen Abstande be- 
nachbarter Aussparungen in den Zeilen und Spalten gleich sind. 

Wie beim ersten Aspekt der Erfindung ist die Dicke der Schutzschicht in den 
5 Einsenkungen gegenuber der Dicke der Schutzschicht auSerhalb der Ausspa- 
rungen und den Einsenkungen urn 10% bis 99%, bevorzugt urn 20% bis 95%, 
besonders bevorzugt um 50% bis 95% reduziert. Die Schutzschicht weist au- 
Rerhalb der Aussparungen und den Einsenkungen mit Vorteil eine Dicke d s 
zwischen 50 pm und 200 pm, bevorzugt zwischen 100 pm und 150 pm auf. In 
10 den Einsenkungen weist die Schutzschicht eine reduzierte Dicke d»< auf, die 
vorteilhaft zwischen 5 pm und 150 pm, bevorzugt zwischen etwa 10 pm und 
etwa 50 pm liegt. 

Die Einsenkungen konnen beispielsweise einen rechteckigen oder trapezfor- 
migen Querschnitt aufweisen. Ihre charakteristische Abmessung liegt typi- 

* 

scherweise zwischen 100 pm und 2000 pm, bevorzugt zwischen etwa 300 pm 
und etwa 1000 pm. Die charakteristische Abmessung ist beispielsweise bei 
kreisformigem Querschnitt durch den Kreisradius oder bei rechteckigem Quer- 
schnitt durch das aritmethische Mittel der Seitenlangen gegeben. 

Die in den Einsenkungen angeordneten Benetzungsstellen weisen mit Vorteil 
eine charakteristische Ausdehnung von etwa 5 pm bis etwa 200 pm, bevor- 
zugt von etwa 10 pm bis etwa 100 pm auf, und sie haben, wie beim ersten 
Aspekt, vorzugsweise einen im Wesentlichen rechteckigen, elliptischen oder 
kreisformigen Querschnitt. 

In beiden Aspekten besteht die auf die Tragerplatte aufgebrachte Schutz- 
schicht zweckmaBig aus einem Material, das an die zu benetzende Hauptfla- 
che der Tragerplatte physisorbiert, chemisorbiert oder kovalent, koordinativ 
30 bzw. Ober Komplexbildung bindet. Sie kann insbesondere durch einen positi- 
ven oder negativen Photolack, einen Lotstopplack, ein organisches Polymer, 
insbesondere Cellulose, Dextran oder Collagen gebildet sein. Die Schutz- 
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schicht wird vor der Benetzung mit einer beliebigen, dem Schutzschichtmate- 
rial angepassten Technik aufgebracht. 



GemSR einer vorteilhaften Ausgestaltung weist die Tragerplatte einen Grund- 
5 korper aus Kunststoff, Metall, Halbleiter, Glas, Verbundstoff, einem porosem 
Material oder einer Kombination dieser Materialien auf. Im Falle eines nicht- 
leitfahigen Grundkorpers ist die Tragerplatte bevorzugt mit einer leitfahigen 
Schicht, beispielsweise aus Silizium, Platin oder Gold versehen, welche dann 
die zu benetzende Hauptflache der Tragerplatte bildet. 

10 

In einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung sind bei beiden Aspekten 
die vorbestimmten Benetzungsstellen mit spezifischen SondenmolekQIen funk- 
tionalisiert. Insbesondere sind dabei Sondenmolekule an den vorbestimmten 
Benetzungsstellen an die Hauptflache der Tragerplatte physisorbiert, chemi- 
15 sorbiert oder kovalent, koordinativ oder uber Komplexbildung gebunden. 

Die vorbestimmten Benetzungsstellen sind in einer besonders bevorzugten 
Ausgestaltung mit Nukleinsaure-Oligomeren funktionalisiert, die mit einer oder 
mehreren reaktiven Gruppen bzw. Markern modifiziert sind. Insbesondere 
20 konnen die Nukleinsaure-Oligomere zur Visualisierung mit einem Fiuorophor 
modifiziert sein. 

In einer vorteilhaften Variante ist die zu benetzende Hauptflache der Trager- 
platte durch eine Goldschicht gebildet und die vorbestimmten Benetzungsstel- 
25 len sind mit Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) derivatisierten Nukleinsaure- 
Oligomeren funktionalisiert. 

Die Erfindung umfasst auch eine Substratabdeckung fQr ein Substrat nach 
dem ersten Aspekt der Erfindung mit einer Abdeckungstragerplatte mit einer 
30 Mehrzahl vorspringender Barriereelemente, deren Form und Grd&e auf die 
Form und GroSe der Zufuhrungskanale des Substrats abgestimmt sind, urn 
die Zufuhrungskanale in Teilbereichen zu verschlieSen. 
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In einer vorteilhaften Ausgestaltung sind die Barriereelemente auf der Abde- 
ckungstragerplatte so angeordnet, dass sie nach dem Verbinden der Sub- 
stratabdeckung mit dem Substrat nur eine oder eine bestimmte Anzahl an Ka- 
5 nalrichtungen often lassen. Die Benetzungsstellen der unverschlossenen Ka- 
nale konnen dann gezielt mit verschiedenen spezifischen SondenmolekQIen 
funktionalisiert bzw. mit einer Analytflussigkeit versorgt werden. Durch die ver- 
schlossenen Zeilen-Zufuhrungskanale bzw. Spalten-Zufuhrungskanale wird 
eine Beeinflussung benachbarter Kanale ausgeschlossen. 

10 

Die Barriereelemente konnen beispielsweise durch Laser-Ablation aus einer 
vollflachigen Lackschicht auf der Abdeckungstragerplatte erzeugt werden. Je 
nach Anwendung ist es moglich, diese Substratabdeckung permanent mit dem 
Substrat zu verkleben, oder aber die Abdeckung mobil zu montieren, um spa- 
15 ter weitere Benetzungsschritte mit anderen oder derselben Abdeckung in an- 
deren Stellungen zu ermoglichen. 

Die Erfindung umfasst ferner eine Flusskammer mit einem Substrat nach dem 
ersten Aspekt der Erfindung und einer beschriebenen Substratabdeckung. Die 
20 Substratabdeckung kann dabei mit dem Substrat permanent oder losbar ver- 
bunden sein. 

GemaB einer bevorzugten Weiterentwicklung weist die Anordnung der Aus- 
sparungen und der ZufOhrungskanale des Substrats eine mehrzahlige Sym- 

25 metrie auf. Die Barriereelemente der Substratabdeckung sind dabei so auf der 
Abdeckungstragerplatte angeordnet, dass die Substratabdeckung in verschie- 
denen Orientierungen auf dem Substrat platzierbar ist und dabei jeweils ver- 
schiedene Teile der ZufOhrungskanale verschlieSt Mit einer einzigen Sub- 
stratabdeckung konnen so verschiedene Benetzungsmuster auf dem Substrat 

30 erzeugt werden. 
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Insbesondere kann die Flusskammer ein Substrat mit einer n x n Ausspa- 
rungsmatrix umfassen, bei dem jede Aussparung im Schnittpunkt zweier Zu- 
ftihrungskanale liegt und die Zeilen- und Spalten-Zufuhrungskanale gleiche 
Querschnittsform aufweisen. Die Barriereelemente der Substratabdeckung 
5 verschlieSen dann in einer ersten Orientierung die Zeilen-Zufuhrungskanale 
und in einer zweiten, um 90° gegen die erste Orientierung gedrehten Orientie- 
rung die Spalten-ZufQhrungskanale. 

Ein Verfahren zum Herstellen eines Substrats nach dem ersten Aspekt der 
1 0 Erfindung umfasst die Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen einer Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache, 

b) Aufbringen einer flachigen Schutzschicht auf die Tragerplatte, die die 
Hauptflache von der Umgebung trennt, 

c) Strukturieren der Schutzschicht zur Erzeugung eines oder mehrerer ZufQh- 
15 rungskanale mit reduzierter Schutzschichtdicke, und 

d) Erzeugen vertikaler Aussparungen in dem Zufuhrungskanal oder den Zu- 
fQhrungskanalen, welche sich zur Hauptflache der Tragerplatte erstrecken 
und die vorbestimmten Benetzungsstellen auf der Hauptflache der Trager- 
platte definieren. 

20 

Ebenfalls Teil der Erfindung ist ein Verfahren zum Herstellen eines Substrats 
nach dfcm zweiten Aspekt der Erfindung, welches die Verfahrensschritte 

a) Bereitstellen einer Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache, 

b) Aufbringen einer flachigen Schutzschicht auf die Tragerplatte, die die 
25 Hauptflache von der Umgebung trennt, 

c) Strukturieren der Schutzschicht zur Erzeugung einer oder mehrerer Ein- 
senkungen mit reduzierter Schutzschichtdicke, und 

d) Erzeugen vertikaler Aussparungen in den Einsenkungen, welche sich zur 
Hauptflache der Tragerplatte erstrecken und die vorbestimmten Benet- 

30 zungsstellen auf der Hauptflache der Tragerplatte definieren, 
umfasst. 
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ln einer vorteilhaften Verfahrensvariante wird mit einem VorhanggieRverfahren 
ein Lotstopplack als Schutzschicht aufgebracht. 

Die Aussparungen und/oder die Zufuhrungskanale bzw. die Einsenkungen 
5 werden vorzugsweise mittels Laserablation, insbesondere durch Bestrahlung 
von Teilbereichen der Schutzschicht mit kontinuierlicher oder gepulster Laser- 
strahlung einer vorbestimrnten Wellenlange, bevorzugt im ultravioletten Spekt- 
ralbereich erzeugt. Die Laserstrahlung kann direkt oder Qber eine Optik bzw. 
eine Maske auf die abzutragende Schutzschicht gerichtet werden. 

10 

Dabei wird beim Erzeugen der Aussparungen in Schritt d) zweckmaSig eine 
Oberflachenregion der Tragerplatte im Bereich der Benetzungsstellen aufge- 
schmolzen. Durch das Aufschmelzen der Oberflache ergibt sich eine reduzierte 
Oberflachenrauhigkeit und eine verbesserten Homogenitat der Oberflache der 
1 5 Tragerplatte. 

■ 

Nach einer bevorzugten Weiterbildung werden die vorbestimrnten Benet- 
. zungsstellen dann in einem Schritt e) mit spezifischen Sondenmolekulen funk- 
tionalisiert. Insbesondere konnen die vorbestimrnten Benetzungsstellen in 
20 Schritt e) mit einem Spotting-Verfahren mit Nukleinsaure-Oligomeren funktio- 
nalisiert werden. 

Altemativ konnen die vorbestimrnten Benetzungsstellen bei einem Substrat 
nach dem ersten Aspekt der Erfindung in Schritt e) durch Einspulen einer L6- 
25 sung mit Nukleinsaure-Oligomeren in die Zufuhrungskanale funktionalisiert 
werden. Bei einem Substrat nach dem zweiten Aspekt der Erfindung konnen 
die vorbestimrnten Benetzungsstellen durch Befullen der Einsenkungen mit 
einer Losung mit Nukleinsaure-Oligomeren funktionalisiert werden. 

30 Weitere Ausgestaltungen und Vorteile der Erfindung werden nachfolgend im 
Detail beschrieben: 
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Aufbringen einer Schutzschicht auf das Substrat 

ErfindungsgemalJ sind die Substrate nach dem ersten oderzweiten Aspekt mit 
einer Schutzschicht versehen. Diese Schutzschicht kann den kr'rtischen Zeit- 
5 raum zwischen der Herstellung der Tragerplatte und der Benetzung ihrer 

Oberflache uberbrucken, da die Schutzschicht das Adsorbieren von Verunrei- 
nigungen verhindert. 

FQr die Schutzschicht kann jedes beliebige Material verwendet werden, das an 
10 einer Oberflache eine geschlossene Schicht bildet und somit die Substratober- 
flache von der Umgebung trennt und zu einem spaterem Zeitpunkt etwa durch 
Laser-Ablation an gewunschten Stellen entweder in seiner gesamten Dicke 
ruckstandsfrei entfernt oder aber auf Bruchteile der ursprOnglichen Dicke re- 
duziert werden kann. Es versteht sich, dass mit Vorteil fQr eine gegebene Tra- 
15 gerplatte eine angepasste Schutzschicht gewahlt wird, die in Bezug auf die 
Haftung zwischen Tragerplatte und Schutzschicht optimiert ist. Ebenso lasst 
sich die Schutzschicht im Hinblick auf die zu verwendende Flussigkeit optimie- 
ren. Im Falle von wassrigen Losungen bietet sich ein hydrophiles Schichtmate- 
rial an, so dass die Flussigkeiten die Zuleitungskanale der Erfindung benetzen 
20 und Luftblasen vermieden werden. Bei oligen Flussigkeiten ist hingegen hyd- 
rophobes Material zu bevorzugen. 

Durch die Zugabe von Detergenzien zu den verwendeten Flussigkeiten lassen 
sich unabhangig vom Schichtmaterial verbesserte Benetzungen der Kana!- 

25 strukturen und damit gute Flusseigenschaften erreichen. Neben iiblichen be- 
kannten Lacken aus der Lithographie (positive und negative Photolacke) und 
der Leiterplatten-Technologie (Lotstopplacke) eignen sich auch organische 
Polymere wie Cellulose, Dextran oder Collagen. Auch ist es denkbar, Lacke zu 
verwenden, deren spezielle Bestandteile beim Trocknen des Materials an der 

30 Oberflache vorteilhafte Funktionalisierungen fur besondere Anwendungen 
ausbilden. 
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Die Schutzschicht kann beispielsweise durch SprQhen im Falle der Photola- 
cke, durch Spincoating oder Physisorption im Falle der organischer Polymere 
oder durch Siebdruck bzw. VorhanggiefSen im Falle der Lotstopplacke auf die 
Tragerplatte aufgebracht werden. Bei den bevorzugten, aus von der Leiterplat- 
5 tentechnologie bekannten Lotstopplacken, eignen sich sowohl 2- 

Komponenten als auch 1-Komponenten Lotstopplacke, die Gber VorhanggieS- 
verfahren, Siebdruck oder Sprayverfahren aufgebracht werden und anschlie- 
Bend an der Luft oder durch UV-Bestrahlung ausharten konnen. Ein Vorteil 
dieser Verfahrensvariante besteht darin, dass die Dicke der Lotstopplack- 
10 schicht z.B. im VorhanggiefJverfahren durch die Geschwindigkeit der Trager- 
platte unter dem Lackvorhang in einem groBen Bereich frei wahlbar eingestellt 
werden kann. 

Laser-Ablation der Schutzschicht in beliebiger Geometrie 

15 

Unter dem Begriff "Laser-Ablation" versteht man nicht nur das partielle oder 
vollstandige Entfernen von organischen oder anorganischen Schutzschichten, 
sondern auch das Entfernen von Verunreinigungen auf einer Tragerplatte 
durch Einstrahlung von Laserlicht. Im Rahmen der Erfindung wird die Laser- 

20 Ablation mit Vorteil zur Entfernung oder Strukturierung der aufgebrachten 

Schutzschicht an gewQnschten Stellen des Substrates in beliebiger Geometrie 
eingesetzt. Somit ist es moglich, verschiedene, genau definierte freie Substrat- 
flachen oder Bereiche mit verjungter Schutzschicht in unterschiedlicher GroBe 
auf ein und demselben Substrat-Design nur durch Veranderung der Laser- 

25 Belichtung zu realisieren. 

Ein we'rterer Gesichtspunkt ist das Aufschmelzen der Tragerplattenoberflache 
bei vollstandigem Entfernen der Schutzschicht mittels Laser-Ablation, das 
durch Einstellung der Laserintensitat oder der Bestrahldauer auf die Gege- 
30 benheiten der Tragerplatte und der Schutzschicht erreicht werden kann. Die- 
ses kurzfristige, oberflachennahe Aufschmelzen der Tragerplattenoberflache 
schlieSt neben der Reduktion der Oberflachenrauhigkeit auch vorhandene 
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Poren im Material und verbessert somit die Homogenitat der freien Tragerplat- 
tenoberflache. AuBerdem werden durch die Ablation weniger Goldlagen von der 
Oberflache Verunreinigungen entfernt. 

Die Laser-Ablation kann durch direkte Einstrahlung des Lichts oder aber durch 
Einstrahlung des Lichts uber eine Optik bzw. eine Maske erfolgen. Die GrOBe 
oder die Form der einzelnen freizulegenden oder strukturierten Benetzungs- 
stellen und ihr lateraler Abstand sind hierbei beliebig und nur von der jeweili- 
gen Anwendung abhangig. Die Wellenlange des verwendeten Laseriichts, so- 
wie Einstrahldauer bzw. Anzahl und Dauer der Pulse hangen von der Kombi- 
nation aus Schutzschicht und des Materials der Tragerplattenoberflache ab 
und werden vorzugsweise fur jedes Paar optimiert. 

In einer bevorzugten Variante der Erfindung werden mit einem Excimer-Laser 
uber mehrere Masken in mehreren Prozessschritten Strukturen aus Kanalen 
bzw. Einsenkungen und sich zur Tragerplatte erstreckende Aussparungen in 
einen Lotstopplack geschrieben, welche das gezielte Benetzen der freien oder 
funktionalisierten Benetzungsstellen mit einer oder mehreren verschiedenen 
die Analyten enthaltenden Flussigkeiten ermoglichen. 

Beispielsweise werden in Lotstopplackschichten von typischerweise 100-150 
pm Dicke mit einer bestimmten Anzahl an Laser-Pulsen verschiedene Kanale 
der Tiefe 80-100 pm und der Breite 10 - 150 pm geschnitten und dann in- 
nerhalb der Kanale das Substrat an ein oder mehreren Stellen mit Durchmes- 
sern von etwa d = 10 - 100 pm durch weitere Laser-Pulse freigelegt, urn die 
Benetzungsstellen zu definieren. Hierbei sind die lateralen Ausdehnungen der 
freigelegten Benetzungsstellen kleiner oder gleich der Breite der Zuleitungs- 
kanale. 

Funktionalisierung der freigelegten Substratstellen 
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Im Rahmen der Erfindung wird unter der Funktionalisierung der Substratober- 
flache das Aufbringen von MolekOlen auf die Benetzungsstellen des Substrats 
verstanden, die spezifisch andere MoIekQIe aus einer Probensubstanz binden 
konnen. Diese MoIekQIe werden for die Funktionalisierung in beliebigen orga- 
5 . nischen und anorganischen Losungsmittel oder Mischungen von FIQssigkeiten 
gelost mit der Hauptflache der Tragerplatte in Kontakt gebracht Nach einer 
gewissen Inkubationszeit liegen die Sondenmolekule (Ligaten) mit dem Sub- 
strat physisorbiert, chemisorbiert oder kovalent, koordinativ bzw. uber Kom- 
plexbildung gebunden vor. 

10 

Auf dem Gebiet der Sensorik lassen sich mit der vorliegenden Erfindung alle 
Arten von Ligaten, die an den Benetzungsstellen auf die Tragerplatte aufge- 
bracht sind, kontrolliert mit verschiedenen AnalytflQssigkeiten in Kontakt bringen 
und diese auf das Vorhandensein ihrer spezifischen Liganden untersuchen. Als 

15 Ligaten werden MoIekQIe bezeichnet, die spezifisch mit einem Liganden unter 
Ausbildung eines Komplexes wechselwirken. Beispiele von Ligaten im Sinne 
der vorliegenden Schrift sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme als Kom- 
plexbindungspartner eines Proteins (Enzyms), Antikorper (als Komplexbin- 
dungspartner eines Antigens), Antigene (als Komplexbindungspartner eines 

20 Antikorpers), Rezeptoren (als Komplexbindungspartner eines Hormons), Hor- 
mone (als Komplexbindungspartner eines Rezeptors), Nukleinsaure- 
Oligomere (als Komplexbindungspartner des komplementaren Nukleinsaure- 
Oligomers) oder Metallkomplexe. 

25 In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung werden die freien Benet- 
zungsstellen mit modifizierten Nukleinsaure-OIigomeren in wassriger Losung 
benetzt. Das Nukleinsaure-Oligomer, das auf die freie Oberflache aufgebracht 
werden soli, ist Qber einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusam- 
mensetzung und Kettenlange mit einer oder mehreren reaktiven Gruppen mo- 

30 difiziert, wobei sich diese reaktiven Gruppen bevorzugt in der Nahe eines En- 
des des Nukleinsaure-Oligomers befinden. Bei den reaktiven Gruppen handelt 
es sich bevorzugt um Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten Oberflache 
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reagieren konnen. Beispiele hierfiir sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) 
derivatisierte Nukleinsaure-OIigomere der allgemeinen Formel (n x HS- 
Spacer)-oIigo, (n x R-S-S-Spacer)-oligo oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, 
die mit einer Goldoberflache unter Ausbildung von Gold-Schwefelbindungen 
5 reagieren, (ii) Amine, die sich durch Chemi- oder Physisorption an Platin- oder 
Silizium-Oberflachen anlagern und (iii) Silane, die mit oxidischen Oberflachen 
eine kovalente Bindung eingehen. 

An der anderen Seite des Nukleinsaure-Oligomers ist das Molekul (iber einen 
10 weiteren Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange mit einem 

Fluorophor modifiziert, urn die Funktionalisierung der freien Substratstellen zu 
visualisieren. FQr die Funktionalisierung der freigelegten Stellen kommen so- 
wohl Einspulen (iber geeignete ZuleitungskanSIe als auch Spotting-Techniken 
in Frage. 

15 

Herstellung von Substrat-Abdeckungen sur Realisierung von Flusskam- 
mern und fur das Einfuhren von variablen Flussigkeits-Barrieren in die 
Kanalstrukturen 

20 Mit Hilfe der Laser-Ablation lassen sich im Rahmen der Erfindung auch Abde- 
ckungen fur die jeweiligen Substrate mit unterschiedlichen Kanalstrukturen 
herstellen. Diese Abdeckungen stellen nicht nur einen Verschluss der Kanal- 
strukturen zur Realisierung von Flusskammern dar, sondern konnen auch an 
gewiinschten Stellen Barrieren fur die AnalytflQssigkeiten in die Kanale einfiih- 

25 ren. Durch diese Barrieren kann man im Falle von Kanalanordnungen mit sich 
kreuzenden Kanalen das FlieBen der Flussigkeiten von einem Kanal in die 
anliegenden Kanale verhindern und somit Kreuzreaktionen ausschlieSen. 

Zur Herstellung der oben beschriebenen Abdeckung kann eine beliebige Ab- 
30 deckungstragerplatte mit Lotstopplack beschichtet werden, dessen Dicke der 
Tiefe der Kanale der zugehorigen Kanalstruktur entspricht. AnschlieBend wird 
der Lack durch Laser-Ablation so entfernt, dass nur noch die gewiinschten 
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Barrieren stehen bleiben. Die Lange dieser Barrieren ist zweckmSBig durch 
die Breite der Zufuhrungskanale und die Breite der Barrieren durch den latera- 
len Abstand der Kanale gegeben. Dadurch wird eine besonders gute Abschir- 
mung benachbarter Zufuhrungskanale erreicht. 

5 

Realisiert man beim Design der Kanalstrukturen der Substrate eine mehrzahli- 

♦ 

ge Symmetrie, so kann eine einzelne Abdeckung durch Drehen um den Sym- 
metriewinkel sukzessive als Barriere fur verschiedene Teilgruppen der Zufuh- 
rungskanale fungieren. Dabei sind Substratabdeckungen moglich, die entwe- 
10 der nur eine oder aber mehrere der verschiedenen Kanalrichtungen often las- 
sen. 

Durch die Verwendung eines Substrates mit freigelegten, funktionalisierten 
Benetzungsstellen in den Schnittpunkten von Kanalstrukturen mit k-zahliger 

15 Symmetrie und einer geeigneten, beweglichen Abdeckung, lassen sich alle 
Benetzungsstellen der Matrix sukzessive und kontrolliert mit bis zu k/2 ver- 
schiedenen Analytflussigkeiten benetzen, ohne dass Kreuzreaktionen erfol- 
gen. Im Falle einer Anordnung von zueinander senkrechten Gruppen von Ka- 
nalen mit ReaktionsgefaSen im Kreuzungspunkt je zweier Kanale (4-zahlige 

20 Symmetrie), lassen sich im Falle einer n x n-Matrix von Benetzungsstellen n 2 
Kombinationen potentieller Bindungspartner analysieren. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung werden die oben beschrie- 
benen Abdeckungen aus mit Lotstopplack beschichteten Glassubstraten her- 
25 gestellt. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

■ 

30 
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Nachfolgend soli die Erfindung anhand von Ausfuhrungsbeispielen im Zu- 
sammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Dabei sind nur die 
fur das Verstandnis der Erfindung wesentlichen Elemente dargestellt. Es zeigt 

Fig. 1 eine schematische Darstellung der Anordnung von ZufQhrungskanalen 

und Benetzungsstellen in einem Substrat nach einem AusfQhrungsbei- 
spiel der Erfindung; 

Fig. 2 einen Querschnitt durch das Substrat von Fig. 1 entlang der Linie INI, 

teilweise mit funktionalisierten Benetzungsstellen; 

Fig. 3 in (a) und (b) SEM-Aufnahmen von durch Laser-Ablation freigelegten 

Benetzungsstellen in einer Stopplack-Schutzschicht; 

Fig. 4 in (a) ein AFM-Bild einer gelaserten und aufgeschmolzenen Gold- 

Oberflache und in (b) ein Querschnitts-Hohenprofil entlang der Linie B- 
B aus Fig. 4(a); 

Fig. 5 eine Fluoreszenzaufnahme von mit Fluorophor modifizierten Nuklein- 

saure-Oligomeren, die an freigelegten Benetzungsstellen eines Sub- 
strates immobilisiert sind; 

.• 

Fig. 6 eine schematische Darstellung der Detektion von Nukleinsaure- 

Oligomer-Hybridisierungsereignisen bei hohem Salzgehalt durch Modu- 
lation der Fluoreszenzloschung an Quench-Oberflachen. 

Fig. 7 in (a) bis (d) schematische Darstellungen der Anordnung von ZufQh- 

rungskanalen nach weiteren Ausfuhrungsbeispielen der Erfindung; 
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Fig. 8 in (a) einen Ausschnitt einer moglichen Kanalstruktur und in (b) den 

Ausschnitt einer zugehoriger Substratabdeckung, am Beispiel einer 
freigelegten, quadratischen Stelle im Kreuzungspunkt zweier Kanale 
mit einer Abdeckung, die je nach Stellung einen der Kanale blockieren 
kann. In Fig. 8(a) ist ein Teil der Lackschicht transparent dargestellt, urn. 
das Innere der Struktur zu zeigen. 

Fig. 9 in (a) das Substrat von Fig. 7(c), bei dem jede Benetzungsstelle im 

Schnittpunkt zweier zueinander senkrechter Zuleitungskanale Iiegt, in 
(b) eine zugehorige in mehreren Orientierungen auf dem Substrat plat- 
zierbare Substratabdeckung, in (c) das Substrat mit verschlossenen 
Spalten-Zuleitungskanalen und in (d) das Substrat mit verschlossenen 
Zeilen-Zuleitungskanalen; 

Fig. 10 eine schematische Darstellung eines Substrats mit einer Einsenkung 

nach einem anderen Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung; und 

Fig. 1 1 einen Querschnitt durch das Substrat von Fig. 10 entlang der Linie XI- 

XI, teilweise mit funktionalisierten Benetzungsstellen. 

Wege zur Ausfuhrung der Erfindung 

5 Ein Substrat 10 zur kontrollierten Benetzung vorbestimmter Benetzungsstellen 
nach einem ersten Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung und ein Verfahren zu 
seiner Herstellung wird nunmehr mit Bezug auf die Figuren 1 und 2 naher er- 
lautert. Dabei zeigt Fig. 1 das Substrat 10 in Aufsicht und Fig. 2 stellt einen 
Querschnitt durch das Substrat 10 entlang der Linie I Ml von Fig. 1 dar. Der 
10 Obersichtlichkeit halber ist in Fig. 1 und 2 urrd in einigen der nachfolgenden 
Figuren ein Substrat mit einer lediglich 4x4 groBen Matrix an Benetzungsstel- 
len dargestellt. Es versteht sich, dass groBere Matrizen im Rahmen der Erfin- 
dung liegen und fur die parallele Analyse einer Vielzahl moglicher Reaktionen 
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bevorzugt sind. 

Das Substrat 10 umfasst eine Tragerplatte 12, die im AusfQhrungsbeispiel 
durch ein Glas-Slide 14 mit einer aufgedampften Goldschicht 16 gebildet ist. 
5 Dazu wird auf das Glas-Slide 14 zunachst eine in den Figuren nicht dargestell- 
te, 5 nm dicke CrNi-Kontaktschicht und auf diese dann eine 200 nm dicke 
Goldschicht 16 aufgedampft. 

Auf das Substrat wird ein 2-Komponenten Lotstopplack (Elpemer GL 2467 
10 SM-DG, Fa. Peters) in einem aus der Leiterplatten-Technologie bekannten 
VorhanggieB-Verfahren auf die Tragerplatte 12 aufgebracht, um eine Schutz- 
schicht 20 fQr die Oberflache 18 der Tragerplatte 12 zu bilden. Durch die Vari- 
ation der Transportgeschwindigkeit der Tragerplatte 1 2 unter dem Lack- 
Vorhang lassen sich die bevorzugten Dicken der Schutzschicht 20 im Bereich 
15 von etwa 10 - 150 |jm erreichen. Im AusfQhrungsbeispiel der Figuren 1 und 2 

weist die Schutzschicht 20 eine Dicke ds von etwa 150 auf. 

* 

Nach dem Trocknen des Lacks wird die Schutzschicht 20 mit einem Excimer- 
Laser der Firma Lambda-Physics durch Laserablation strukturiert. Der Laser 
20 kann uber verschiedene Masken verkleinert auf das Substrat 10 abgebildet 
werden, wobei die Flachenintensitat der Bestrahlung uber die Abbildungsvor- 
richtung eingestellt wird. Je nach Maske lassen sich so verschiedene Geomet- , 
rien der ablatierten Regionen realisieren. 

25 Mit Hilfe der Laser-Ablation werden zwei Strukturen in die Lotstopplack- 

Schutzschicht 20 geschrieben. In einem ersten Strukturierungsschritt werden 
Qber eine erste Maske Zufuhrungskanale 22 in den Lack geschnitten, wobei 
sich die Tiefe dieser Kanale 22 durch die Anzahl der Laserpulse einstellen 
lasst. Eine Kanaltiefe von etwa 80-120 pm wird beispielsweise mit etwa 540 

30 - 900 Pulsen (a 20 ns) des Lasers mit einer Flachenleistung von 600 - 1200 
mJ/cm 2 erreicht. Die Breite der Kanale ist je nach Anwendung und gewunsch- 
tem lateralen Abstand (typisch im Bereich von 50 - 200 pm) beliebig einstell- 
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bar und bewegt sich typischerweise im Bereich von 10-150 pm. Im Ausfuh- 
rungsbeispiel enthalt das Substrat 10 vier parallele Zeilen-Zufuhrungskanale 
22 mit rechteckigem Querschnitt, die eine Tiefe von etwa 100 pm und eine 
Breite von etwa 70 pm aufweisen. Innerhalb der Kanale ist die Dicke der 
5 Schutzschicht 20 somit von ihrem Ausgangswert ds auf einen Wert dK von et- 
wa 50 reduziert. 

AnschlieBend werden in einem zweiten Strukturierungsschritt uber eine zweite 
Maske in den Zeilenkanalen 22 vertikale Aussparungen 24 (Fig. 2) erzeugt, 
10 die sich bis zur Gold-Oberflache 18 der Tragerplatte 12 erstrecken. Die verti- 
kalen Aussparungen 24 definieren damit die Benetzungsstellen 26 auf der 
Tragerplatte 12. Dies ist in der linken Bildhalfte der Fig. 2 dargestellt. 

Anzahl und Intensitat der Laserpulse wird bei der Strukturierung so eingestellt, 
15 dass die Oberflache 1 8 der Tragerplatte 12 in einer Oberflachenregion 28 auf- 

r 

geschmolzen wird. Dadurch wird eine reduzierte Oberflachenrauhigkeit und 
eine verbesserte Homogenitat der Oberflache erreicht. AuSerdem werden durch 
die Ablation weniger Goldlagen von der Oberflache Verunreinigungen entfernt. 
Die freigelegten Benetzungsgebiete haben typischerweise eine charakteristi- 
20 sche Abmessung von etwa 10 bis 100 pm. Im Ausfuhrungsbeispiel sind die 
Aussparungen 24 und die Benetzungsstellen 26 kreisformig und haben einen 
Durchmesser von etwa 40 pm. 

Wie weiter unten im Detail beschrieben, konnen die Benetzungsstellen 26 
25 Ober die Zufuhrungskanale 22 mit einer FlOssigkeit benetzt, und dadurch bei- 
spielsweise mit spez'rfischen SondenmolekQIen 30 funktionalisiert werden. Ein 
Substrat mit funktionalisierten Benetzungsstellen 26 ist in der rechten Bildhalf- 
te der Fig. 2 dargestellt. 

30 Figur 3 zeigt SEM-Aufnahmen von durch Laser-Ablation freigelegten Benet- 
zungsstellen 26 in einer Stopplack-Schutzschicht 20. Dabei sind sowohl recht- 
eckige bzw. quadratische Querschnitte wie in Fig. 3(a) gezeigt, als auch runde 
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Querschnitte, wie in Fig. 3(b) dargestellt, moglich. 

Die mit dem Aufschmelzen der Gold-Oberflache der Tragerplatte 12 verbun- 
dene Verbessung der Oberflachenstruktur ist in Fig. 4 illustriert. Figur 4 zeigt in 
5 (a) eine AFM-Aufnahme einer Gold-Oberflache, die in einem kreisformigen 
Teilbereich durch Laserbeschuss aufgeschmolzen wurde, und in Fig. 4(b) ein 
Hohenprofil 40 entlang der Li.nie B-B von Fig. 4(a). Es ist deutlich zu erkennen, 
dass durch das Aufschmelzen die Rauhigkeit der Oberfiache verringert und 
die Homogenitat der bestrahlten Flache erhOht wird. Dies erleichtert die spate- 
10 re Anbindung spezifischer SondenmolekQle an die Benetzungsstellen 26. 

Funktionalisierung der Benetzungsstellen des Substrats mit Nukleinsau- 
re-Oligomeren 

15 

Die Benetzungsstellen 26 des Substrats 1 0 konnen beispielsweise Qber ein 
Spotting-Verfahren mit Nukleinsaure-OIigomeren funktionalisiert werden. Die 
Synthese der Oligonukleotide erfolgt dabei in einem automatischen Oligo- 
nukleotid-Synthesizer (Expedite 8909; ABI 384 DNA/RNA-Synthesizer) gemaR 

20 der vom Hersteller empfohlenen Syntheseprotokolle fur eine 1 .0 ymol Synthe- 
se. Bei den Synthesen mit dem 1-O-Dimethoxytrityl-propyl-disulfid-CPG- 
Trager(Glen Research 20-2933) werden die Oxidationsschritte mit einer 0.02 . 
molaren lodlosung durchgefuhrt, um eine oxidative Spaltung der Disulfidbru- 
cke zu vermeiden. Modifikationen an der 5'-Position der Oligonukleotide erfol- 

25 gen mit einem auf 5 min verlangerten Kopplungsschritt. Der Amino-Modifier 
C2 dT (Glen Research 10-1037) wird in die Sequenzen mit dem jeweiligen 
Standardprotokoll eingebaut. Die Kopplungseffizienzen werden wahrend der 
Synthese online Qber die DMT-Kationen-Konzentration photometrisch bzw. 
konduktometrisch bestimmt. 

30 

Die Oligonukleotide werden mit konzentriertem Ammoniak (30%) bei 37 °C 
16 h entschutzt. Die Reinigung der Oligonukleotide erfolgt mittels RP-HPL 
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Chromatographie nach Standardprotokollen (Laufmittel: 0,1 molarer Triethy- 
lammoniumacetat-Puffer, Acetonitril), die Charakterisierung mittels MALDI- 
TOF MS. Die aminmodifizierten Oligonukleotide werden an die entsprechen- 
den aktivierten Fluorophore (z. B. Fluoresceinisothiocyanat) entsprechend der 
5 dem Fachmann bekannten Bedingungen gekoppelt Die Kopplung kann so- 
wohl vor als auch nach der Anbindung der Oligonukleotide an die Oberflache 
erfolgen. 

Auf ein Substrat 10 nach Fig. 1 wird doppelt modifiziertem 20 bp Einzelstrang- 
Oiigonukleotid der Sequenz 5'-AGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-3' (Modifika- 
tion eins: die Phosphatgnjppe des 3' Endes ist mit (HO-(CH 2 )2-S) 2 zum P-0-(CH 2 ) 2 - 
S-S-(CH 2 )2-OH verestert ist, Modifikation zwei: an das 5' Ende ist der Flourescein- 
Modifier Fluorescein-Phosphoramidite (Proglio Biochemie GmbH) nach dem 
jeweiligen Standardprotokoll eingebaut) als 5x1 0' 5 molare Losung in Puffer 
(Phosphatpuffer, 0,5 molar in Wasser, pH 7 mit 0.05 vol% SDS) mit Zusatz von 
ca. 10' 5 bis 10~ 1 molarem Propanthiol (oder anderen Thiolen oder Disulfiden 
geeigneter Kettenlange) mit Hilfe eines Spotters (Carthesian) aufgebracht und - 
fur 2 min - 24 h inkubiert. Wahrend dieser Reaktionszeit wird der Disulfidspa- 
cer P-0-(CH 2 ) 2 -S-S-(CH2) 2 -OH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. Da- 
bei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S Bin- 
dung aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ss-Oligonukleotids und 
des abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt Das in der Inkubati- . 
onslosung gleichzeitig anwesende, freie Propanthiol wird ebenfalls durch 
Ausbildung einer Au-S Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). Statt des 
Einzelstrang-Oligonukleotids kann dieser Einzelstrang auch mit seinem Kom- 
plementarstrang hybridisiert sein. 

Fur die Belegung mit dem Spotter der Firma Cartesian Technologies (Micro- 
Sys PA) werden Split-Pin Nadeln (Arraylt Chipmarker Pins der Firma Tele- 
30 Chem) verwendet, die ein Ladevolumen von 0.2 bis 0.6 pL haben und Volumi- 
na von etwa 1 nL pro Benetzungsvorgang abgeben. Die Kontaktflache dieser 
Nadeln hat einen Durchmesser von etwa 130 pm und ist damit deutlich groSer 
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als die bei der Laser-Ablation freigelegten Bereiche des Substrates. Die Posi- 
tionierung der Nadel uber dem Substrat erfolgt mit einer Genauigkeit von 10 
pm bei einer Luftfeuchtigkeit von etwa 70-80 %. Der Tropfen wird beim Kon- 
takt der Spitze mit der Schutzschicht abgegeben und es kommt zu keiner di- 
5 rekten BerOhrung mit dem Substrat („Pseudo-Kontakt-Drucken tt ). 

Mit Hilfe eines Fluoreszenz-Scanners der Firma Lavision Biotech kann die Be- 
legung der freien Substratstellen mit fluoreszenz-modifizierten Nukleinsaure- 
Oligomeren visualisiert werden. Figur 5 zeigt eine Fluoreszenzaufnahme von 
10 vier Benetzungsstellen, die mit derart modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren 
funktionalisiert sind. 

Das Nachweisprinzip ist mit Bezug auf Fig. 6 kurz dargestellt. Die Detektion 
von Nukleinsaure-OIigomer-Hybridisierungsereignissen erfolgt bei hohem 

15 Salzgehalt durch Modulation der Fluoreszenzloschung an Quench- 

Oberflachen. Vor der Hybridisierung in Teilbild i) liegt das einzelstrangige 
Sonden-Nukleinsaure-Oligomer 201 in einer Form vor, die durch einen gerin- 
gen Abstand 205 von Fluorophor 203 und quenchender Metalloberflache 204, 
beispielsweise Gold, charakteristert ist. Durch die Hybridisierung (Bezugszei- 

20 chen 202) mit dem dazu komplementaren Nukleinsaure-OIigomer-Strang, dem 
Target, vergroBert sich der Abstand 206 des Fluorophors 203 von der quen- 
chenden Metalloberflache 204, wie in Teilbild ii) dargestellt und die Fluores- 
zenzintensitat steigt signifikant. 

25 

Funktionalisierung der freien Benetzungsstellen des Substrates durch 
Einspulen von Nukleinsaure-Oligomeren in die Zufuhrungskanale 

Nach der Erfindung werden die Benetzungsstellen des Substrats 10 bevorzugt 
30 durch EinspOlen von Nukleinsaure-Oligomeren in die ZufOhrungskanale 22 
funktionalisiert. 
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Dazu wird beispielsweise ein Substrat 10 wie in Fig. 1 und 2 gezeigt mit einer 
4x4 Matrix freigefegter Benetzungsstellen 26 verwendet. Das Substrat wird 
mit einem Glassubstrat, das mit einer homogene 50 ym dicken Lotstopplack- 
schicht beschichtet ist bedeckt und anschlieBend eine Losung mit den oben 
5 beschriebenen Nukleinsaure-OIigomeren in die Kanalstruktur eingespQIt. Nach 
einer Inkubatiohszeit von 2 min - 24 h wird der Glasdeckel entfernt, das Sub- 
strat gespult und die Funktionalisierung der freien Stellen mit Hilfe eines Fluo- 
reszenz-Scanners visualisiert. Man erhalt ein Substrat mit funktionalisierten 
Benetzungsstellen 26, wie im rechten Teilbild der Fig. 2 illustriert. Da vier un- 
10 abhangige Zeilenkanale vorgesehen sind, konnen die Benetzungsstellen in 
einfacher Weise mit vier verschiedenen Nukleinsaure-OIigomeren funktionali- 
siert werden. 

1 5 Alternative Gestaltungen der Zufuhrungskanale 

Figur 7 zeigt in (a) bis (d) schematische Darstellungen der Anordnung von Zu- 
fuhrungskanalen nach weiteren Ausfuhrungsbeispielen der Erfindung. 

20 Bei dem Ausfuhrungsbeispiel der Fig. 7(a) sind jeweils zwei Zeilenkanale 50 
und 52 auf einer Substratseite verbunden, so dass U-formige Kanale 54 ent- 
stehen, deren Einlass und Auslass sich auf derselben Se'rte des Substrats 10 
befinden. 

25 In Fig. 7(b) ist ein Ausfuhrungsbeispiel dargestellt, bei dem nur ein einziger 
Zufuhrungskanal 60 vorgesehen ist, der sich maanderartig uber das gesamte 
Substrat erstreckt und dabei alle Benetzungsstellen 26 erfasst. 

■ 

Zur Funktionalisierung der Substrate nach Fig. 7(a) und 7(b) werden diese 
30 jeweils mit einem beschichteten Glassubstrat bedeckt, und eine oben be- 
schriebene Nukleinsaure-Oligomer-Losung in die Kanalstruktur eingespult. 
Nach einer Inkubationszeit von 2 min - 24 h wird der Glasdeckel entfernt, die 
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Substrate gespQlt und die Funktionalisierung der freien Stellen mit Hilfe eines 
Fluoreszenz-Scanners visualisiert. 

Kanalstrukturen, bei denen die Benetzungsstellen im Schnittpunkt von zwei 
5 oder mehr Zufuhrungskanalen liegen, sind in den Fig. 7(c) und 7(d) dargestellt. 
Figur 7(c) zeigt eine quadratische Matrix aus Zeilen-Zufuhrungskanalen 70 
und Spalten-Zufuhrungskan§len 72, in deren Schnittpunkte jeweils eine Be- 
netzungsstelle 26 angeordnet ist. Jede Benetzungsstelle 26 kann somit so- 
wohl uber einen Zeilen-Zufuhrungskanal 70 als auch uber einen Spalten- 
10 Zufuhrungskanal 72 mit einer Flussigkeit benetzt werden. Eine bevorzugte 
Anwendung eines solchen Substrats ist weiter unten ausfOhrlich beschrieben. 

In Erweiterung diese Konzepts konnen die Benetzungsstellen 26 auch im 
Schnittpunkt von mehr als zwei Kanalen liegen. Einen Ausschnitt aus einer 
15 solchen Kanalstruktur zeigt Fig. 7(d), wo jede Benetzungsstelle 26 im Schnitt- 
punkt von vier ZufQhrungskanSlen 74 liegt. 

* « • 

• * * 

Substratabdeckungen 

20 

Substrate, bei denen die Benetzungsstellen im Schnittpunkt mehrerer ZufQh- 
rungskanale 22 liegen, werden bevorzugt zusammen mit Substratabdeckun- 
gen eingesetzt, die zum einen die ZufQhrungskanale 22 zur Ausbildung von 
Flusskammern nach oben verschlieSen und die zum anderen geeignet ange- 
25 ordnete Barriereelemente fur die AnalytflOssigkeiten aufweisen, die einen Teil 
der ZufQhrungskanale blockieren. Durch diese Barriereelemente kann man bei 
sich kreuzenden Kanalen das FlieBen der FlOssigkeiten von einem Kanal in 
die benachbarten Kanale verhindern und somit Kreuzreaktionen vermeiden. 

30 Beispielsweise kann eine erste Substratabdeckung for das Versperren der 
Spalten-ZufQhrungskanale und eine zweite Substratabdeckung fur das Ver- 
sperren der Zeilen-ZufOhrungskanale vorgesehen sein. Bevorzugt ist aller- 
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dings im Rahmen der Erfindung, dass eine einzige Substratabdeckung sowohl 
fur das Versperren der Zeilen-Zufuhrungskanale, als auch nach entsprechen- 
der Neuorientierung der Abdeckung, fOr das Versperren der Spalten- 
ZufQhrungskanaie eingesetzt wird. 

5 

Solche Substratabdeckungen lassen sich mit Hilfe der Laser-Ablation fur Sub- 
strate mit unterschiedlichen Kanalstrukturen herstellen. Das Prinzip ist mit Be- 
zug auf Fig. 8 illustriert. Figur 8(a) zeigt einen Ausschnitt einer Kanalstruktur, 
bei der eine quadratische vertikale Aussparung 26 im Schnittpunkt eines Zei- 

m 

10 len-Zufuhrungskanals 70 und eines Spalten-ZufUhrungskanals 72 angeordnet 
ist. DerZeilen-Zufuhrungskanal 70 und der Spalten-ZufOhrungskanal 72 ha- 
ben beide denselben rechteckigen Querschnitt. Ein Teil der Lackschicht ist in 
der Figur transparent dargestellt, um das Innere der Struktur zu zeigen. 



15 Figur 8(b) stellt den entsprechenden Ausschnitt einer Substratabdeckung 80 
dar, die je nach Orientierung den Zeilen-Zufuhrungskanal 70 oder den Spal- 
» ten-Zufilhrungskanals 72 blockieren kann. Die beiden, auf einer Abdeckungs- 
tragerplatte 82 angeordneten Barriereelemente 84 sind in Form und Grolie auf 
die Form und GroBe der ZufuhrungskanSle 70 und 72 des Substrats abge- 

20 stimmt und verschlieBen aufgrund der Symmetrie der Anordnung in einer ers- 
ten Orientierung den Zeilen-Zufuhrungskanal 70 und in einer dazu um 90° ge- 
drehten zweiten Orientierung den Spalten-Zufuhrungskanal 72. 

Zur Herstellung einer solchen Substratabdeckung 80 wird eine beliebige Ab- 
25 deckungstragerplatte 82, beispielsweise ein Glas-Slide, mit Lotstopplack be- 
schichtet, dessen Dicke mindestens der Tiefe der Kanale des Substrats 10 
entspricht und beispielsweise 80 bis 120 |jm betragt. Anschlie&end wird der 
Lack durch Laser-Ablation soweit entfernt, dass nur noch die gewiinschten 
Barriereelemente 84 stehen bleiben. Die Substratabdeckung kann beispiels- 
30 weise durch Bestrahlen des Gebiets auBerhalb der Barrieren mit etwa 540 — 
900 Pulsen (a 20 ns) des obengenannten Excimer-Lasers mit einer 
Flachenleistung von 600 - 1200 mJ/cm 2 erreicht werden. 
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Sukzessives Einspulen von Nukleinsaure-OIigomeren in die Zufuhrungs 
kanale eines Substrates unter Verwendung einer Substratabdeckung 



Der Einsatz eines Substrats mit einer beschriebenen Substratabdeckung wird 
nunmehr im Zusammenhang mit Fig. 9 erlautert. Figur 9 zeigt in (a) ein Sub- 
strat mit 4 x 4 Benetzungsstellen 26 und einer Anordnung von paralleien Zei- 
len-Zufuhrungskanalen 70 und Spalten-Zufuhrungskanalen 72, wie bei Fig. 
10 7(c) beschrieben. 

Fig. 9(b) zeigt die zugehorige Substratabdeckung 80 mit den auf die Kanalan- 
ordnung abgestimmten Barriereelementen 84. Die Abmessungen der Barrie- 
reelemente 84 sind zweckma&ig durch die Breite b K der Zufuhrungskanale 70, 
15 72 und den lateralen Abstand Ak der Kanale gegeben. Dadurch wird eine be- 
sonders gute Abschirmung benachbarter Zufuhrungskanale erreicht, da der 
Zwischenraum zwischen den benachbarter Zufuhrungskanalen durch die Bar- 
riereelemente 84 vollstandig ausgefQIlt wird. Die Hohe der Barriereelemente 
84 entspricht der Kanaltiefe im Substrat 10. 

20 

Platziert man die Substratabdeckung 80 in einer ersten Orientierung auf dem 
Substrat 10, so blockieren die Barriereelemente 84 gerade die Spalten- 
Zufuhrungskanale 72 und lassen die Zeilen-Zufuhrungskanale 70 offen (Fig. 
9(c)). In dieser Stellung wird in die vier offenen Zeilen-Zufuhrungskanale 70 

25 des Substrates je eine Losung mit doppelt modifizierten Nukleinsaure- 
OIigomeren nach dem oben beschriebenen Beispiel mit unterschiedlichen Se- 
quenzen eingespult, die dann die entsprechenden Benetzungsstellen 26 des 
Kanals 70 funktionalisieren. Nach einer Inkubationszeit von 2 - 24 h werden 
die Zeilen-Zufuhrungskanale 70 gespult, die Abdeckung 80 angehoben und 

30 die Fluoreszenz der Spots mit Hilfe eines Fluoreszenz-Scanners der Firma 
Lavision Biotech als Referenz-Signal der Funktionalisierung bestimmt. 
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Nun wird die Substratabdeckung 80 urn 90° gedreht und erneut auf das Sub- 
strat 10 aufgebracht (Fig. 9(d)). Dann werden die Spalten-Zufuhrungskanale 
72 mit je einer unmodifizierte NukleinsSure-Oligomere verschiedener Sequen- 
zen enthaltenden AnalytflOssigkeit (0,500 molar Phosphat-Puffer, pH 7, mit 1 
5 molarer NaCI und 0.05 voI% SDS) gefpllt Die Synthese dieser Oligonukleotide 
erfolgt ebenfalls in einem automatischen Oligonukleotid-Synthesizer (Expedite 
8909; ABI 384 DNA/RNA-Synthesizer) gemafc der vom Hersteller empfohle- 
nen Syntheseprotokolle fUreine 1.0 pmol Synthese. 

10 Nach einer geeigneten Inkubationszeit unter hybridisierenden Bedingungen 
werden die offenen Kanale gespult, die Substratabdeckung 80 abgenommen 
und eine zweite Fluorezenzmessung der funktionalisierten Benetzungsstellen 
26 des Substrates mit dem Fluoreszenz-Scanner durchgefuhrt. Enthalt eine 
bestimmte AnalytflOssigkeit keine zu den Nukleinsaure-Oligomeren einer be- 

15 stimmten Benetzungsstelle 26 komplementare Oligonukleotide, so entspricht 
die Fluoreszenzintensitat der zweiten Messung im Wesentlichen der der Refe- 
renzmessung. Im Falle der Hybridisierung von immobilisierter Oligonukleotide 
einer Benetzungsstelle mit Molekulen der jeweiligen AnalytflOssigkeit, so ergibt 
sich eine im Vergleich zur Referenzmessung deutlich hohere Fluoreszenzin- 

20 tensitat, wie oben in Zusammenhang mit Fig. 6 erlautert. 

FQr die 4 x 4 Matrix an Benetzungsstellen 26 lassen sich so 4 2 = 16 Kombina- . 
tionen potentieller Bindungspartner analysieren. Bei Verwendung grSBerer 
Matrizen lassen sich so rasch eine Vielzahl moglicher Reaktionen in kurzer 
25 Zeit automatisiert und parallel untersuchen. 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit fur ein beschriebenes Substrat mit einer 
n x n-Matrix an Benetzungsstellen in den Schnittpunkten von je einem Zeilen- 
Zufuhrungskanal und einem Spalten-Zufuhrungskanal mit zugehoriger Sub- 
30 stratabdeckung ist die "on-chip" Synthese von Nukleinsaure-Oligomeren. 

Hierbei werden zu Beginn an Stelle der Nukleinsaure-Oligomere Nukleinsaure- 
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Monomere fur die Funktionalisierung der Benetzungsstellen eingespult. An- 
schlieliend werden sukzessive weitere Nukleinsaure-Monomere Qber die Ka- 
nalstrukturen mit Hilfe von Substratabdeckungen an die gewunschten Benet- 
zungsstellen transportiert, wo sie mit aus dem Stand der Technik bekannter 
5 Phosphoramidit-Chemie an die dort vorhandenen Nukleinsaure-Oligomere 
koppeln. Somit lassen sich an alien Benetzungsstellen des Substrats Nuklein- 
saure-Oligomere mit verschiedenen Sequenzen synthetisieren, also z.B. alle 
65536 Nukleinsaure-Oktamere auf einer 256 x 256-Matrix von Benetzungsstel- 
len. 

10 

An ti ko rpe r-Assay 

In einem weitern Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung wird ein Substrat mit einer 
15 gleichmaSigen Matrix von 3x3 freigelegten Benetzungsstellen in den Kreu- 
zungspunkten von je zwei ZufQhrungskanalen analog zu Figur 7(c) nebst einer 
zugehoriger Abdeckung hergestellt. 

Nach Anbringen der Abdeckung in der ersten Orientierung werden in die 3 
20 offenen Zeilen-Zufuhrungskanale des Substrates 3 verschiedene Antikorper 
eingespult (Ak-i, Ak 2 , Ak 3 ), die jeweils nach Stand artverf ah ren mit Thiol-Ankem 
fQr die Anbindung an die Goldoberflache versehen werden. Nachdem die Zei- 
len-Zufuhrungskanale gespult wurden, wird die um 90° gedrehte Abdeckung 
erneut aufgebracht und die nun offenen Spalten-Zufuhrungskanale mit 3 ver- 
25 schiedenen flQssigen Proben gefullt, die unterschiedliche Zusammensetzun- 
gen an Proteinen bzw. Antigenen beinhalten. Nach einer bestimmten Irikubati- 
onszeit wird das Substrat emeut gespult. Spezifische Antikorper-Protein Kom- 
plexe haben sich nur an jenen Benetzungsstellen ausgebildet, die mit Proben 
in Kontakt waren, in denen die jeweils passenden Proteine bzw. Antigene ent- 
30 halten waren. 

Zur Visualisierung der Komplexe auf den Benetzungsstellen werden in einem 
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weiteren Schritt 3 Mischungen von Antikorpern verwendet, wobei die Antikor- 
per nach Standartverfahren mit einem Fluoreszenz-Label (z.B. Fluorescein) 
modifiziert wurden. Diese Antikorper-Mischungen werden mit der erneut um 
90° gedrehten Abdeckung in die Zeilen-ZufQhrungskanale der mit gleichen 
5 Antikorpern Ak* funktionalisierten Spots eingespQIt. Die Antikorper einer Mi- 
schung sind hierbei jeweils auf die mSglichen Antikorper-Protein Komplexe der 
Spot-Reihe abgestimmt, so dass an jedem vorhandenen Komplex ein Antikor- 
per binden kann. Nach einer gewissen Inkubationszeit werden die Kanale ge- 
spQIt und der Chip mit Hilfe eines Fiuoreszenz-Readers (Lavision Biotech) 
10 ausgelesen. 

Funktionalisierung der freien Benetzungsstellen eines Substrates durch 
Einspulen von Nukleinsaure-Oligomeren in eine Substrateinsenkung 

15 Ein weiteres AusfOhrungsbeispiel der Erfindung ist in den Figuren 10 und 1 1 
dargestellt. Figur 10 zeigt ein Substrat 100 zur kontrollierten Benetzung vorbe- 
stimmter Benetzungsstellen in Aufsicht, Fig. 11 stellt einen Querschnitt durch 
das Substrat 100 entlang der Linie XI-XI von Fig. 10 dar. 

20 Das Substrat 100 umfasst wie das Substrat 10 des ersten Ausftihrungsbei- 
spiels eine Tragerplatte 102 aus einem Glas-Slide 104 mit einer aufgedampf- 
ten CrNi-Kontaktschicht und einer darauf aufgedampften Goldschicht 106. 

Auf die Tragerplatte 102 wird ein 2-Komponenten Lotstopplack aufgebracht, 
25 um eine Schutzschicht 120 einer Dicke von etwa 10 bis etwa 150 pm, im Aus- 
fdhrungsbeispiel von etwa 120 pm, zu erzeugen. Nach dem Trocknen wird die 
Schutzschicht 120 mit einem Excimer-Lasers durch Laserablation strukturiert. 

Dabei wird in einem ersten Strukturierungsschritt eine Einsenkung 122 in den 
30 Lack geschnitten, die eine laterale Abmessung von 600 pm x 600 pm und eine 
Tiefe von etwa 100 pm aufweist. Die Einsenkung 122 ist von einem umlaufen- 
den Rand 110 umgeben, so dass ein Vorratsvolumen zur Aufnahme der Be- 
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netzungsflussigkeit entsteht. 

Am Boden der Einsenkung 122 werden in einem zweiten Strukturierungsschritt 
vertikale Aussparungen 124 mit einem Durchmesser von etwa 30 pm erzeugt, 
5 die sich bis zur Gold-Oberflache der Tragerplatte 102 erstrecken und die vor- 
bestimmten Benetzungsstellen 126 auf der Tragerplatte definieren (linke Bild- 
halftederFig. 11). 

Zur Funktionalisierung der Besetzungsstellen 126 wird die Einsenkung mit den 
10 Nukleinsaure-Oligomeren 130 des oben beschriebenen Beispiels befQIlt, nach 
einer lnkubationszeit von 2 - 24 h gespult und die in der rechten Bildhalfte der 
Fig. 11 dargestellte Funktionalisierung derfreien Stellen mit Hilfe eines Fluo- 
reszenz-Scanners der Firma Lavision Biotech visualisiert. 
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w • 

Patentanspruche 



10 



30 



1 . Substrat zur kontrollierten Benetzung vorbestimmter Benetzungsstellen mit 
kleinen FlOssigkeitsvolumina, mit 



einer Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache zur Benetzung 
mit einer FlQssigkeit an vorbestimmten Benetzungsstellen, und 



einer auf die Tragerplatte aufgebrachten flachigen Schutzschicht, die 
die Hauptflache von der Umgebung trennt, 



wobei die Schutzschicht 
15 - sich zur Hauptflache der Tragerplatte erstreckende vertikale Ausspa- 

* 

rungen aufweist, die die vorbestimmten Benetzungsstellen auf der 
Tragerplatte definieren, und 

- einen oder mehrere zu den vertikalen Aussparungen fuhrende Zufuh- 
20 rungskanale mit reduzierter Dicke der flachigen Schutzschicht enthalt, 

zum Zufuhren der Benetzungsflussigkeit zu den vorbestimmten Benet- 
zungsstellen. 

2. Substrat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

25 die vertikalen Aussparungen in dem Zufuhrungskanal oder den ZufQh- 

rungskanalen angeordnet sind. 

3. Substrat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
jede vertikale Aussparung in genau einem Zufuhrungskanal liegt, 



4. Substrat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
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jede vertikale Aussparung im Schnittpunkt von mehreren, bevorzugt von 
genau zwei ZufQhrungskanalen liegt. 

5. Substrat nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 

r ■ 

5 in einem Schnittpunkt von zwei oder mehreren ZufQhrungskanalen jeweils 
eine Gruppe von mehreren vertikalen Aussparungen liegt. 

* 

6. Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

10 die vertikalen Aussparungen oder Aussparungsgruppen in Form einer n x 
m Matrix mit n Zeilen und m Spalten angeordnet sind, wobei n und m gra- 
der oder gleich 2 sind, und wobei bevorzugt n und m jeweils zwischen 10 
und 1000 liegen. 

15 7. Substrat nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl n 

■ 

der Zeilen und die Anzahl m der Spalten gleich ist, und/oder dass die late- 
ralen Abstande benachbarter Aussparungen oder Aussparungsgruppen in 
den Zeilen und Spalten gleich sind. 

20 8. Substrat nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass 

die m Aussparungen oder Aussparungsgruppen einer Zeile jeweils in ei- 
nem von n parallelen Zeilen-Zufuhrungskanalen angeordnet sind. 

9. Substrat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
25 die n Aussparungen oder Aussparungsgruppen einer Spalte jeweils in ei- 
nem von m parallelen Spalten-ZufQhrungskanalen angeordnet sind, so 
dass jede Aussparung im Schnittpunkt zweier Zufuhrungskanale liegt. 

10. Substrat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
30 die Zeilen-ZufQhrungskanale und die Spalten-Zufuhrungskanale gleiche 
Querschnittsform aufweisen. 
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1 1 . Substrat nach Artspruch 6 Oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
jeweils eine n' x m f Teilmatrix von Aussparungen oder Aussparungsgrup- 
pen in einem maanderformigen Zule'rtungskanal angeordnet ist, wobei n = 
kn * n 1 und m = k m * m' ist, mit ganzen Zahlen k n und k m groBer oder gleich 

5 1. 

■ 

12. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Dicke der Schutzschicht in den ZufQhrungskanalen gegenuber der Di- 
10 eke der Schutzschicht auSerhalb der Aussparungen und ZufUhrungskana- 
le um 10% bis 99%, bevorzugt um 20% bis 95%, besonders bevorzugt um 
50% bis 95% reduziert ist. 

13. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
15 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht auRerhalb der Aussparungen und Zufuhrungskanale ei- 
ne Dicke ds zwischen 50 pm und 200 pm, bevorzugt zwischen 100 pm und 
150 pm aufweist. 

20 14. Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht in den ZufQhrungskanalen eine reduzierte Dicke di< zwi- 
schen 5 pm und 150 pm, bevorzugt zwischen etwa 10 pm und etwa 50 pm 
aufweist. 

25 

15. Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Zufuhrungskanale im Wesentlichen parallel zur Hauptflache der Tra- 
gerplatte verlaufen. 

30 

16. Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die ZufQhrungskanale rechteckigen oder trapezformigen Querschnitt auf- 
weisen. 

17. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, . 
5 dadurch gekennzeichnet, dass 

die ZufQhrungskanale eine charakteristische Breite bK zwischen 5 pm und 
250 pm, bevorzugt von etwa 10 pm bis etwa 150 pm aufweisen. 

18. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
10 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Benetzungsstellen eine charakteristische Ausdehnung von etwa 5 pm 
bis etwa 200 pm, bevorzugt von etwa 10 pm bis etwa 100 pm aufweisen. 

19. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
15 dadurch gekennzeichnet, dass 

m 

die vertikalen Aussparungen einen im Wesentlichen rechteckigen, ellipti- 
schen oder kreisformigen Querschnitt aufweisen. 

20. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
20 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht aus einem Material besteht, das an die zu benetzende 
Hauptflache der Tragerplatte physisorbiert, chemisorbiert oder kovalent, 
koordinativ bzw. uber Komplexbildung bindet. 

25 21 . Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht durch einen positiven oder negativen Photolack, einen 
Lotstopplack, ein organisches Polymer, insbesondere Cellulose, Dextran 
oder Collagen gebildet ist. 

30 

22. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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■ 

die Tragerplatte einen Grundkorper aus Kunststoff, Metall, Halbleiter, Glas, 
Verbundstoff, einem porosem Materia! Oder einer Kombination dieser Ma- 
terialien aufweist, wobei die Tragerplatte bei einem nicht-leitfahigen 
Grundkorper bevorzugt mit einer leitfahigen Schicht, insbesondere aus 
5 Silizium, Platin oder Gold versehen ist, welche dann die zu benetzende 
Hauptflache der Tragerplatte bildet. 

23. Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die vorbestimmten Benetzungsstellen mit spezifischen Sondenmolekulen 
funktionalisiert sind, insbesondere, dass Sondenmolekule an den vorbe- 
stimmten Benetzungsstellen an die Hauptflache der Tragerplatte physisor- 
biert, chemisorbiert oder kovalent, koordinativ oder Qber Komplexbildung 
gebunden sind. 

24. Substrat nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass 
die vorbestimmten Benetzungsstellen mit Nukleinsaure-Oligomeren 
funktionalisiert sind, die mit einer oder mehreren reaktiven Gruppen modi- 
fiziert sind. 

25. Substrat nach Anspruch 22 und 24, dadurch gekennzeichnet, dass 
die zu benetzende Hauptflache der Tragerplatte durch eine Goldschicht 
gebildet ist und die vorbestimmten Benetzungsstellen mit Thiol- (HS-) oder 
Disulfid- (S-S-) derivatisierten Nukleinsaure-Oligomeren funktionalisiert 
sind. 

26. Substrat nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Nukleinsaure-Oligomere mit einem Fluorophor modifiziert sind. 

30 27. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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das Substrat mit einer Deckplatte bedeckt ist, die die ZufOhrungskanale 
zur Ausbildung von Flusskammern nach oben verschlie&t. 

28. Substrat zur kontrollierten Benetzung vorbestimmter Benetzungsstellen mit 
5 kleinen FlUssigkettsvoIumina, mit 

- einer Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache zur Benetzung 
mit einer Flussigkeit an vorbestimmten Benetzungsstellen, und 

10 - einer auf die Tragerplatte aufgebrachten flachigen Schutzschicht, die 

die Hauptflache von der Umgebung trennt, 

i 

wobei die Schutzschicht 

- eine oder mehrere Einsenkungen mit reduzierter Dicke der flachigen 

1 5 Schutzschicht zur Aufnahme eines Vorratsvolumens von Benetzungs- 

flQssigkeiten enthalt, und 

- in den Einsenkungen angeordnete, sich zur Hauptflache der Trager- 
platte erstreckende vertikale Aussparungen aufweist, die die vorbe- 

20 stimmten Benetzungsstellen auf der Tragerplatte definieren, und die 

die Benetzungsflussigkeiten der jeweiligen Einsenkungen aufnehmen. 

29. Substrat nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

25 die vertikalen Aussparungen in Form einer n x m Matrix mit n Zeilen und m 
Spalten angeordnet sind, wobei n und m groSer oder gleich 2 sind, und 
wobei bevorzugt'n und m jeweils zwischen 4 und 20 liegen. 

30. Substrat nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, dass die 
30 Anzahl n der Zeilen und die Anzahl m der Spalten gleich ist, und/oder dass 

die lateralen AbstSnde benachbarter Aussparungen in den Zeilen und 
Spalten gleich sind. 
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31. Substrat nach einem der AnsprQche 28 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Dicke der Schutzschicht in den Einsenkungen gegenuber der Dicke 
5 der Schutzschicht au&erhalb der Aussparungen und der Einsenkungen um 
10% bis 99%, bevorzugt um 20% bis 95%, besonders bevorzugt um 50% 
bis 95% reduziert ist. 

32. Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 31, 
10 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht auBerhalb der Aussparungen und der Einsenkungen ei- 
ne Dicke ds zwischen 50 pm und 200 pm, bevorzugt zwischen 100 pm und 
1 50 pm aufweist. 

1 5 33. Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht in den Einsenkungen eine reduzierte Dicke d»< zwischen 
5 pm und 150 pm, bevorzugt zwischen etwa 10 pm und etwa 50 pm auf- 
weist. 

20 

34. Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Einsenkungen einen rechteckigen oder trapezformigen Querschnitt 
aufweisen. 

25 

35. Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Einsenkungen eine charakteristische Abmessung Ak zwischen 100 pm 
und 2000 pm, bevorzugt von etwa 300 pm bis etwa 1000 pm aufweisen. 

30 

36. Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Benetzungsstellen eine charakteristische Ausdehnung von etwa 5 pm 
bis etwa 200 pm, bevorzugt von etwa 10 pm bis etwa 100 pm aufweisen. 

37. Substrat nach einem der Ansprttche 27 bis 36, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass 

die vertikalen Aussparungen einen im Wesentlichen rechteckigen, ellipti- 
schen oder kreisformigen Querschnitt aufweisen. 

38. Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 37, 
1 0 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht aus einem Material besteht, das an die zu benetzende 
Hauptflache der Tragerplatte physisorbiert, chemisorbiert oder kovalent, 
koordinativ bzw. uber Komplexbildung bindet. 

15 39. Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 38, 

* 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Schutzschicht durch einen positiven oder negativen Photolack, einen 
Lotstopplack, ein organisches Polymer, insbesondere Cellulose, Dextran 
oder Collagen gebildet ist. 

20 

40. Substrat nach einem der AnsprOche 28 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Tragerplatte einen Grundkorper aus Kunststoff, Metall, Halbleiter, Glas, 
Verbundstoff, einem porosem Material oder einer Kombination dieser Ma- 
25 terialien aufweist, wobei die Tragerplatte bei einem nicht-le'rtfahigen 

Grundkorper bevorzugt mit einer leitfahigen Schicht, insbesondere aus Si- 
lizium, Platin oder Gold versehen ist, welche dann die zu benetzende 
Hauptflache der Tragerplatte bildet. 

30 41 . Substrat nach einem der Anspruche 28 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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die vorbestimmten Benetzungsstellen mit spezifischen SondenmolekQIen 
funktionalisiert sind, insbesondere, dass Sondenmolektile an den vorbe- 
stimmten Benetzungsstellen an die Hauptflache der Tragerplatte physisor- 
biert, chemisorbiert oder kovalent, koordinativ oder Qber Komplexbildung 
5 gebunden sind. 

42. Substrat nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass 

die vorbestimmten Benetzungsstellen mit Nukleinsaure-Oligomeren 
funktionalisiert sind, die mit einer oder mehreren reaktiven Gruppen modi- 
10 fiziertsind. 

43. Substrat nach Anspruch 40 und 42, dadurch gekennzeichnet, dass 
die zu benetzende Hauptflache der Tragerplatte durch eine Goldschicht 
gebildet ist und die vorbestimmten Benetzungsstellen mit Thiol- (HS-) oder 

15 Disulfid- (S-S-) derivatisierten Nukleinsaure-Oligomeren funktionalisiert 

* . 

sind. 

44. Substrat nach Anspruch 42 oder 43, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Nukleinsaure-Oligomere mit einem Fluorophor modifiziert sind. 

20 

45. Substratabdeckung fOr ein Substrat nach einem Anspruche 1 bis 27 mit 
einer Abdeckungstragerplatte mit einer Mehrzahl vorspringender Barriere- 
elemente, deren Form und GroBe auf die Form und GroBe der Zufuh- 
rungskanale des Substrats abgestimmt sind, um die Zufuhrungskanale in 

25 Teilbereichen zu verschlieBen. 

46. Substratabdeckung nach Anspruch 45 fur ein Substrat nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Barriereelemente auf der Abdeckungstragerplatte so angeordnet sind, 
30 dass sie nach dem Verbinden der Substratabdeckung mit dem Substrat nur 
die Zeilen-Zufuhrungskanale oder nur die Spalten-Zufuhrungskanale ver- 
schlieBen. 
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47. Flusskammer mit einem Substrat nach einem der Anspruche 1 bis 27 und 
einer Substratabdeckung nach Anspruch 45 oder 46, die mit dem Substrat 
permanent oder losbar verbunden ist 

5 

48. Flusskammer nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass 

- die Anordnung der Aussparungen und der ZuftthrungskanSle des Sub- 
strats eine mehrzahlige Symmetrie aufweist, und 

10 

- die Barriereelemente der Substratabdeckung so auf der Abdeckungs- 
tragerplatte angeordnet sind, dass die Substratabdeckung in verschie- 
denen Orientierungen auf dem Substrat platzierbar ist und dabei un- 
terschiedliche Teilebereiche der ZufQhrkanale verschlieBt. 

15 

■ 

49. Flusskammer nach Anspruch 48 mit einem Substrat nach Anspruch 10, 
bei dem die Substratabdeckung in einer ersten Orientierungen die Zeilen- 
ZufOhrungskanale und in einer zweiten, um 90° gegen die erste Orientie- 
rung gedrehten Orientierung die Spalten-Zufuhrungskanale verschlieftt. 

20 

50. Verfahren zum Herstellen eines Substrats zur kontrollierten Benetzung 
vorbestimmter Benetzungsstellen mit kleinen FlOssigkeitsvolumina, insbe- 
sondere nach einem der Anspruche 1 bis 27, mit den Verfahrensschritten: 

25 a) Bereitstellen einer Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache, 

b) Aufbringen einer flachigen Schutzschicht auf die Tragerplatte, die die 
Hauptflache von der Umgebung trennt, 

30 c) Strukturieren der Schutzschicht zur Erzeugung eines oder mehrerer 

Zufuhrungskanale mit reduzierter Schutzschichtdicke, und 
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d) Erzeugen vertikaler Aussparungen in dem Zufuhrungskanal oder den 
ZufOhrungskanalen, welche sich zur Hauptflache der Tragerplatte 
erstrecken und die vorbestimmten Benetzungsstellen auf der Hauptfla- 
che der Tragerplatte definieren. 

5 

51 . Verfahren zum Herstellen eines Substrats zur kontrollierten Benetzung 
vorbestimmter Benetzungsstellen mit kleinen FIQssigkeitsvolumina, insbe- 
sondere nach einem der Anspruche 28 bis 44, mit den Verfahrensschrit- 
ten: 

0 

a) Bereitstellen einer Tragerplatte mit einer horizontalen Hauptflache, 



b) Aufbringen einer flachigen Schutzschicht auf die Tragerplatte, die die 
Hauptflache von der Umgebung trennt, 

s 

c) Strukturieren der Schutzschicht zur Erzeugung einer Einsenkung mit 
reduzierter Schutzschichtdicke, und 

d) Erzeugen vertikaler Aussparungen in der Einsenkung, welche sich zur 
Hauptflache der Tragerplatte erstrecken und die vorbestimmten Benet- 
zungsstellen auf der Hauptflache der Tragerplatte definieren. 

52. Verfahren nach Anspruch 50 oder 51, dadurch gekennzeichnet, dass 
als Schutzschicht ein Lotstopplack mit einem VorhanggieBverfahren auf- 

25 gebracht wird. 

53. Verfahren nach einem der Anspruche 50 bis 52, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Aussparungen und/oder die ZufQhrungskanale bzw. die Einsenkung 
30 mittels Laserablation, insbesondere durch Bestrahlung von Teilbereichen 
der Schutzschicht mit kontinuierlicher oder gepulster Laserstrahlung einer 



15 



20 
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vorbestimmten WellenlSnge, bevorzugt im ultravioletten Spektralbereich 
erzeugt werden. 

54. Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet, dass 

5 eine Oberflachenregion der Tragerplatte beim Erzeugen der Aussparungen 
in Schritt d) im Bereich der Benetzungsstellen aufgeschmolzen wird. 

55. Verfahren nach einem der Anspruche 50 bis 54, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

10 die vorbestimmten Benetzungsstellen in einem Schritt e) mit spezifischen 
Sondenmolekulen funktionalisiert werden. 

56. Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dass 

die vorbestimmten Benetzungsstellen in Schritt e) mit einem Spotting- 
15 Verfahren mit Nukleinsaure-Oiigomeren funktionalisiert werden. 

* • 

57. Verfahren nach Anspruch 50 und 55, dadurch gekennzeichnet, dass 
die vorbestimmten Benetzungsstellen in Schritt e) durch EinspQIen einer 
Losung mit Nukleinsaure-Oiigomeren in die Zufuhrungskanale funktionali- 

20 siert werden. 

58. Verfahren nach Anspruch 51 und 55, dadurch gekennzeichnet, dass 
die vorbestimmten Benetzungsstellen in Schritt e) durch Befullen der Ein- 
senkung mit einer Losung mit Nukleinsaure-Oiigomeren funktionalisiert 

25 werden. 



